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RESUMO

O cancer de mama representa um sério problema de saude publica e € o tipo
mais comum de cancer entre mulheres em todo o mundo. De acordo com o Instituto
Nacional do Céancer (INCA), estima-se que para o triénio 2023-2025, 30,1% de todos
0s casos de cancer representem os de mama. O fator de transcricdo PBX1, que
desempenha um papel importante no desenvolvimento embrionario, tem sido
associado a varios tipos de cancer, incluindo o cancer de mama receptor de estrogénio
positivo (RE+), e pode estar relacionado a pelo menos cinco diferentes hallmarks do
cancer. No entanto, ainda ha poucos estudos explorando essa relacdo. Neste estudo,
investigamos a possivel conexdo entre o fator de transcricdo PBX1 e dois genes
envolvidos nos processos de angiogénese (TIMP1 e VEGFA). Comparamos a
expressdo desses genes na linhagem celular de cancer de mama MCF-7 com uma
linhagem celular MCF-7 editada, pelo método de CRISPR-CAS9, para o gene PBX1.
Os resultados revelaram que nédo houve diferenca estatisticamente significativa na
expressdo desses genes entre as duas linhagens. Esse resultado sugere que o PBX1

nao modula diretamente a atividade dos genes TIMP1 e VEGFA.

Palavras-chave: Cancer de mama. PBX1. MCF-7. Angiogénese.



ABSTRACT

Breast cancer represents a serious public health issue and is the most common
type of cancer among women worldwide. According to INCA, it is estimated that
between 2023 and 2025, 30.1% of all breast cancer cases fall into this category. The
transcription factor PBX1, which plays an important role in embryonic development,
has been associated with various cancer types, including estrogen receptor-positive
(ER+) breast cancer, and may be related to at least five different cancer hallmarks.
However, there are still few studies exploring this relationship. In this study, we
investigated the possible connection between the transcription factor PBX1 and two
genes involved in angiogenesis processes (TIMP1 and VEGFA). We compared the
expression of these genes in the MCF-7 breast cancer cell line with an MCF-7 cell line
edited for the PBX1 gene. The results revealed no statistically significant difference in
the expression of these genes between the two cell lines. This finding suggests that
PBX1 does not directly modulate the activity of the TIMP1 and VEGFA genes.

Key-words: Breast cancer. PBX1. MCF-7. Angiogenesis.
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1. INTRODUCAO

Céancer é o termo em comum para mais de 100 patologias que possuem a
caracteristica de proliferacdo celular desordenada e a capacidade de invadir tecidos
adjacentes e distantes. Por meio de um processo complexo, denominado
carcinogénese, as células se tornam independentes e escapam dos mecanismos de
controle intrinseco. Uma vez que estdo se dividindo, podem invadir outros tecidos e
espalhar-se para outros locais do corpo em um processo denominado metastase
(INCA, 2023), criando inclusive recursos de manutencao prépria, como angiogénese
e expressao de fatores que inibem a apoptose (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

O cancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete mulheres no mundo
(OMS, 2023), representando um grande problema de saude publica. Segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), estimou-se que para o triénio de 2023 a 2025
sejam diagnosticados cerca de 73.610 novos casos somente no Brasil,
correspondendo a 30,1% das neoplasias que acometem mulheres e a mais frequente
delas, com excecgéao do cancer de pele ndo melanoma (ACS, 2019; INCA, 2023).

As habilidades adquiridas ou hallmarks do cancer, descritos por Hannahan &
Weinberg (2000; 2011) descrevem um conjunto de caracteristicas em comum aos
diversos tipos de cancer. Dentre elas, a capacidade angiogénica do tecido é
fundamental para a progressdo tumoral, uma vez que células neoplasicas, assim
como ceélulas saudaveis, precisam de oxigénio e nutrientes providos pela circulacao.
Quando a célula passa do estado quiescente para o estado angiogénico
(angiogenesis switch), ela passa a induzir a formacédo de vasos, e assim o tumor
ganha a capacidade de se nutrir e migrar para outros tecidos (ZHOU et al., 2017).

Diferentes subtipos de cancer de mama estéo relacionados com prognésticos
distintos em cada paciente, para o qual varios fatores contribuem. Estes subtipos séo
classificados de acordo com grau histolégico, origem da formacao do tumor e padrées
imunoistoquimicos de expressao dos receptores de estrogénio (RE), progesterona
(RP), HER2 (do inglés Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, ou receptor tipo
2 do fator de crescimento epidérmico humano) e marcadores de proliferacdo celular,
como o Ki-67 (PEROU et. al., 2000).

Dos subtipos de carcinomas mamarios, 0S que expressam 0 receptor de
estrogénio (ER) sdo os mais frequentes, correspondendo a pelo menos dois tergos de
todos os casos (VALENTIN et al., 2012; ACS, 2019), e podem ser divididos em luminal
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A (de crescimento mais lento e melhor progndstico) e luminal B (usualmente mais
agressivos e com prognoéstico menos favoravel). Ambos os tipos apresentam maior
responsividade ao tratamento quimioterapico quando comparados aos outros subtipos
de cancer de mama, ainda que sejam responsaveis pela morte de milhares de
mulheres no mundo (INIC, 2014). Os medicamentos alvo-especificos como 0s que
tem como alvo o receptor de estrogénio (como por exemplo o Tamoxifeno) aumentam
a eficiéncia dos tratamentos e, com frequéncia, reduzem a quantidade e severidade
dos efeitos colaterais. No entanto, uma parcela consideravel (40%) dos tumores
desenvolve resisténcia a terapia quimioterdpica alvo (WARDELL et al., 2015;
JORDAN, 2018; LOI et al., 2019).

A heterogeneidade dos carcinomas mamarios, é reflexo da variedade de perfis
moleculares de cada subtipo. Diversas pesquisas sdo desenvolvidas para caracterizar
essas assinaturas moleculares, na busca por biomarcadores, como estudos que
buscam fatores de transcricdo associados ao comportamento proliferativo de
determinado tecido. Fatores de transcricdo sdo moléculas que regulam a expresséo
génica, modulando-a conforme a necessidade celular e s&o importantes atores do
processo de tumorigénese. O fator de transcrigdo PBX1 foi primeiramente identificado
como um proto-oncogene em leucemia (NOURSE et. al., 1990) e desde entdo sua
expressdo tem sido relacionada com varias etapas da organogénese e do
desenvolvimento de tumores. Existem estudos associando o gene PBX1 com varios
hallmarks do cancer, como sinalizacdo de proliferacdo sustentada, invasdo e
metastase, resisténcia a apoptose, desregulacdo do metabolismo energético e
inducdo a angiogénese (VEIGA et al. 2021), no entanto, a relacdo entre PBX1 e
angiogénese em cancer de mama ainda nao foi descrita.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar se ha modulagéo
da expressdo de genes relacionados ao processo de angiogénese regulados por
PBX1. Para isto, utilizou-se a linhagem celular de cancer de mama do subtipo luminal
A (MCF-7 ed.) editada por CRISPR-Cas9 para o gene PBX1 em relacdo a linhagem
nao modificada (MCF-7). A linhagem editada foi obtida através de um trabalho anterior
do nosso grupo de pesquisa (VEIGA, 2022) e consistiu no levantamento de genes
relacionados com os hallmarks do cancer e a obtencao de linhagens editadas desses
genes em questao, sendo o PBX1 um dos genes editados gerando a linhagem MCF-
7 ed. Posteriormente, trés genes relacionados aos processos de angiogénese (TIMP1,
ANGPTL4, VEGFA) foram eleitos com base na bibliografia referente a esse hallmark,
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resultando na construcao de primers para andlise via RT-gPCR da expressao desses
trés candidatos e de um controle endogeno (U6) na linhagem editada (MCF-7 ed.) em
comparacao com a linhagem selvagem (MCF-7), a fim de compreender a possivel
relacdo do PBX1 com a angiogénese, na tentativa de esclarecer o papel desse gene

nesse importante processo fisioloégico de sustento e manutengéo dos tumores solidos

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA

O céancer de mama é o tipo mais comum de cancer em mulheres no mundo,
com 73.610 novos casos diagnosticados somente em territério nacional em 2022 de
acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), sendo responsavel por quase 18
mil mortes em 2020 no Brasil (INCA, 2023). Ainda de acordo com o INCA, o cancer
de mama néo é exclusivo das mulheres e apesar de ser raro, no Brasil cerca de 1%
do total de diagndsticos ocorrem em homens. Em um contexto global, a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), estima que no final de 2020 2,3 milhdes de mulheres foram
diagnésticas com a doenca e cerca de 685 mil morreram em decorréncia de
complicagdes relacionadas ao cancer de mama (WHO, 2023). A OMS estima ainda
que em 2020 existiam cerca de 7,8 milhdes de mulheres vivas que haviam sido
diagnosticadas com a doenca nos ultimos 5 anos, tornando o cancer de mama o tipo
mais prevalente de cancer em todo o mundo (WHO, 2023). O cancer de mama leva
essa denominacdo pois é originado de maneira multifatorial (como pré-disposicéo
genética, fatores ambientais e estilo de vida (INCA, 2023) do tecido mamario, mais
comumente a partir das glandulas mamarias ou dos ductos que transportam o leite
materno (SCULLY et al.,, 2012). Os sintomas do cancer de mama usualmente
consistem no aparecimento de nodulos nas mamas ou nas axilas (local de grande
concentracdo ganglios linfaticos), que a depender do estagio de proliferacdo podem
ser identificados como potenciais tumores a partir de diferentes técnicas sendo o
autoexame um dos mais importantes para a deteccao precoce (AKRAM et al., 2017).

O cancer de mama € uma doenca bastante heterogénea na qual as neoplasias
mamarias podem ser classificadas de acordo com suas caracteristicas moleculares,
histologicas, padrdes de proliferacdo e crescimento, potencial invasivo de outros

tecidos entre outros fatores (WEIGELT et al., 2010). De acordo com o potencial
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invasivo, podemos dividir o cancer de mama entre o cancer de mama nao invasivo e
o cancer de mama invasivo. O cancer de mama nao invasivo apresenta o subtipo
carcinoma ductal in situ (CDIS) como o mais prevalente, compreendendo cerca de
90% dos diagndsticos entre 0s ndo invasivos. J& o subtipo carcinoma lobular in situ
(CLIS), menos comum, € considerado um fator de risco para maior probabilidade de
invasdo tecidual quando nado tratado (SHARMA et al.,, 2010). Entre os subtipos
invasivos, o carcinoma ductal invasivo € o mais comum (80%), inicialmente presente
nos ductos mamaérios, invadindo tecidos adjacentes. Ainda do ponto de vista
histologico, o carcinoma lobular invasivo invade os tecidos ao redor dos lobulos
mamarios, sendo o segundo tipo mais comum entre os invasivos (cerca de 15%),
ainda que bem menos comum que o carcinoma ductal invasivo (SHARMA et al., 2010;
WEIGELT et al., 2010). Existem ainda outros tipos de cancer de mama que nao se
encaixam ou se encaixam parcialmente nas categorias previamente determinadas,
como o carcinoma inflamatério, medular ou mucinoso ainda que menos comuns que
os anteriormente citados (JENKINS et al., 2021).

Nos anos 70, Wellings e colaboradores (1973; 1975) demonstraram que as
diferencas entre os carcinomas ductais ou lobulares ndo necessariamente refletiam o
tecido de origem desses tumores e por consequéncia, essa classificacdo refletia
somente as caracteristicas apresentadas pelo tecido tumoral. Essa demonstracdo
contribuiu para a necessidade de uma classificagdo molecular do cancer de mama, ja
que um entendimento da progressao fisiol6gica desses tumores poderia contribuir
para um melhor prognostico dos pacientes através de um tratamento mais preciso
(WEIGELT et al.,, 2010). Em uma revisdo de 2009, Weigelt e Reis-Filho (2009)
classificaram o cancer de mama em quatro principais tipos moleculares: os luminais
divididos em A e B, 0s que apresentam uma superexpressao do receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano (HER2+), os basal-like os normal-like.

Dentro da classificacdo imunoistoquimica, o subtipo luminal A é representado
por cerca de 60% do total de casos diagnosticados, contando também com o melhor
prognastico, pertencendo a essa categoria por apresentar os receptores de estrogénio
(RE) e/ou receptores de progesterona (RP) com baixos niveis de expressao do HER2
e taxas reduzidas de proliferagao celular (EROLES et al., 2012). O subtipo luminal B
€ similar ao luminal A, porém tende a apresentar um progndéstico menos favoravel,
apresentando maiores niveis de HERZ2, pior resposta terapéutica quando comparado
com o A e maiores taxas de proliferagcdo (EROLES et al., 2012).
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Ainda que os subtipos luminais, e em especial o luminal A apresente um melhor
prognéstico quando comparado aos demais subtipos, anualmente milhares de
mulheres morrem devido a complicacdes relacionadas a esses subtipos, mesmo
quando recebem tratamento especializado (INIC, 2014). Dessa forma, entender o
papel dos genes que estao relacionados com esses perfis tumorais torna-se essencial
para a compreensdo da progressdo tumoral como um todo e consequentemente, do
desenvolvimento de terapias mais eficientes. E nesse contexto que linhagens tumorais
como a MCF-7, representante do subtipo luminal A, sdo Uteis para o desenvolvimento
de estudos e experimentos que ndo dependam de testes clinicos em pacientes,
contribuindo para o entendimento da doenca através de analises laboratoriais in vitro

como uma linhagem modelo para o cancer de mama.

2.2 MCF-7

A linhagem celular de céncer de mama do subtipo luminal A MCF-7 (um
acrénimo para Michigan Cancer Foundation-7) é uma das linhagens celulares mais
amplamente utilizadas como modelo em estudos de cancer de mama, mais
especificamente, como um modelo para os subtipos luminais. Essa linhagem foi
estabelecida em 1973 por Soule e colaboradores na Fundacgéo do Cancer de Michigan
(hoje conhecida como The Barbara Ann Karmanos Cancer Institute) que isolaram
células de uma efusédo pleural de uma mulher de 69 anos ja em estado de metastase.
Baseado no histérico hospitalar dessa paciente e dos procedimentos e tratamentos
quais a paciente havia sido submetida no passado, Soule e colaboradores sabiam que
as células eram responsivas a terapias hormonais, ainda que néao fosse claro de que
maneira isso acontecida. O receptor de estrogénio foi originalmente descrito nessa
linhagem em 1973 e em 1975, outros pesquisadores demonstraram que moduladores
seletivos do receptor de estrogénio (MSRE) como o tamoxifeno, inibiam o crescimento
dessas células tumorais e que esse crescimento poderia ser retomado através do
tratamento com estrogénio (COMSA et al., 2015).

Desde as descobertas dos pesquisadores de Michigan, a linhagem celular
MCF-7 vem sido amplamente utilizada como modelo em milhares de estudos que
investigam o cancer de mama, incluindo em testes de novas drogas, potenciais
terapias, mecanismos moleculares entre outros (COMSA et al., 2015). Como discutido

brevemente, essa linhagem é positiva para o receptor de estrogénio (RE+) e de
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progesterona (RP+) e devido a sua baixa expressdo de HER2, caracteristica ndo
invasiva e nao agressiva, é frequentemente classificada como pertencente ao subtipo
luminal A (VILLALOBOS, 1995). Ainda que usualmente descrita como uma linhagem
Unica, existem diversas variagfes dessa linhagem celular (COMSA et al., 2015). A
linhagem editada para o fator de transcricdo PBX1 (MCF-7 ed.) foi obtida através da
técnica do CRISPR-Cas9 derivada de um trabalho previamente desenvolvido pelo
grupo de pesquisa que elencou e editou genes potencialmente relacionados com 0s

hallmarks do cancer revisados por Hanahan e Weinberg em 2011.

2.3 PBX1

O gene PBX1 (do inglés Pre-B-cell leukemia homeobox transcription factor 1
ou fator de transcricdo 1 da leucemia de células pré-B em traducéo livre) € um fator
de transcricdo pertencente a familia PBX1-4, envolvido majoritariamente no
desenvolvimento embrionario, sendo potencialmente relacionado ao cancer desde
sua descricdo em 1990 devido ao seu papel na proliferacdo celular e potencial
envolvimento na regulacao do ciclo celular (VEIGA et al., 2021). Descrito inicialmente
através de uma translocacéao t(1;19) (q23;p13.3) fundido ao gene E2A (um regulador
de diferenciacédo de linfocitos), o PBX1 foi nomeado Prl (do inglés pre-B cell leukemia)
e posteriormente renomeado como PBX1, ja que o gene da prolactina ja era conhecido
como PRL (VEIGA et al., 2021; E ASPLAND et al., 2011). No ano de sua descricdo, a
translocacdo PBX1-E2A estava presente em aproximadamente 23% de todas as
células pré-B dos pacientes leucémicos e estava relacionada a um pior prognéstico e
resposta a quimioterapicos (E ASPLAND et al., 2001).

Posteriormente, o PBX1 foi descrito como um gene com mais de 340 kb
localizado no cromossomo 1, mais especificamente no braco 1g23.3, codificando a
proteina PBX1 de uma familia de proteinas homeobox, com capacidade de ligacdo
direta ao DNA (NCBI, 2023). Em uma revisdo do nosso grupo de pesquisa publicada
em 2021, Veiga e colaboradores relacionaram o PBX1 com pelo menos cinco
diferentes hallmarks do céncer, caracteristicas elencadas por Hanahan e Weinberg
revisitadas em 2011 e comuns a quase todos os tipos de céancer, sendo elas:
manutenc¢ao do sinal proliferativo, resisténcia a morte celular, ativacado de invasao e
metastase, desregulacéo da bioenergética celular e inducdo da angiogénese (VEIGA
et al., 2021).
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2.4 TIMP1, ANGPTL4 e VEGFA na angiogénese

A angiogénese é um processo natural onde vasos sanguineos sdo formados a
partir de vasos pré-existentes, presente desde o desenvolvimento embrionario até a
fase adulta, como na regeneracao de tecidos lesionados, por exemplo (RISAU, 1997).
A formacéao de vasos sanguineos adjacentes é um dos hallmarks do cancer elencados
por Hanahan e Weinberg (2011) e est4 presente em praticamente todos os tumores
sélidos. Existem alguns genes conhecidamente relacionados a esse processo, Como
o TIMP1 (do inglés TIMP metallopeptidase inhibitor 1, ou inibidor tecidual da
metalopeptidase 1 em traducao livre), ANGPTL4 (do inglés Angiopoietin Like 4, ou
proteina similar a angiopoietina 4) e VEGFA (do inglés Vascular Endothelial Growth
Fator, ou fator de crescimento endotelial vascular) que foram amplamente
investigados e analisados em dezenas de estudos, servindo como alvos para
investigacdo de processos envolvendo o desenvolvimento de novos vasos
sanguineos (JOHNSEN et al., 2011; CARMELIET et al., 2000).

A familia de genes TIMP agem como inibidores de metalonaproteinases,
conhecidos por seu papel na remodelacdo extracelular através do controle das
proteinas metaloproteinases (MMPs) (RIES, 2014). As proteinas TIMPs agem como
moléculas sinalizadoras similares as citoquinas e estdo relacionadas com o
crescimento celular, apoptose, angiogénese e oncogénese, reforcando seu relevante
papel na formacdo de novos vasos sanguineos (RIES, 2014; GRUNWALD et al.,
2019). O TIMP1 esta localizado no cromossomo 22, na posi¢cao g13.31 e possui
aproximadamente 13,1 kB (NCBI, 2023). Ja o gene ANGPTL4 codifica para a proteina
de mesmo nome que quando secretada na matriz celular, esta envolvida na regulacéo
da permeabilidade vascular, da angiogénese e de respostas inflamatorias em
diferentes tecidos (GUO et al., 2014). Okochi-Takada e colaboradores (2014)
demonstraram que a proteina ANGPTL4 age como uma proteina supressora de tumor
ao inibir a angiogénese e consequentemente, tumores com alta capacidade de
desenvolvimento de novos vasos sanguineos, possivelmente possuem a atividade da
ANGPTL4 alterada, tornando o gene dessa proteina um potencial alvo para
investigagdo em diferentes tipos tumorais (GUO et al.,, 2014). O ANGPTL4 esta
localizado no cromossomo 19, na posicao pl13.3 e apresenta cerca de 6,7 kb (NCBI,
2023). Ja o VEGFA é um gene central na formacdo de novos vasos e por essa razao

levam nome de fator de crescimento endotelial, com vias metabdlicas complexas e
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nao totalmente compreendidas sendo alvo de potenciais terapias anticancer ha muitas
décadas (FERRARA, 2002). Esses genes pertencem a superfamilia de genes PDGF
(do inglés platelet-derived growth factor, ou fator de crescimento derivado de
plaguetas) e todos os membros da familia possuem algum grau de relacdo com a
formacdo de novos vasos sanguineos (SHIBUYA, 2001). Através de consulta a
bancos de dados, nédo foi possivel determinar se a proteina do gene PBX1 tem como
alvo algum dos genes escolhidos para avaliacdo do processo de angiogénese. Caso
houvesse uma relacdo direta entre o fator de transcricéo e o gene alvo, seria esperado
gue uma alteracdo no fator de transcricdo afetasse a expressao dos seus genes alvo
(NCBI, 2023; UCSC, 2023).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo celular

As linhagens celulares MCF-7, e MCF-7 editada para o gene PBX1 (MCF-7 ed)
foram mantidas em garrafas de cultura utilizando meio DMEM (Gibco) suplementado
com 100mg/mL de estreptomicina, 60 mg/mL de penicilina e 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Gibco) em atmosfera Umida contendo 5% CO:2 a 37°C e posteriormente

coletadas para a extracdo de RNA.

3.2 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O isolamento do RNA das linhagens celulares foi realizado utilizando o reagente
TRIzol® (Invitrogen), seguido por uma quantificacdo do RNA realizada no
equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific ®) e estocado a -80°C.
Posteriormente, o RNA foi submetido a tratamento com DNAse | (Invitrogen) e a
sintese de cDNA foi realizada com a enzima transcriptase reversa Superscript Il
(Invitrogen), seguindo as instru¢cfes do fabricante a partir de 1ug de RNA. Apos a

conversao, o cDNA foi estocado a -20°C.

3.3. Quantificagédo por PCR em Tempo Real (RT-gPCR)
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A andlise de RT-qPCR foi efetuada utilizando o master mix SYBR green (Applied
Biosystems) e oligonucleotideos especificos para o gene do fator de transcricdo PBX1
e de trés genes relacionados a via de angiogénese: TIMP1, ANGPTL4 e VEGFA. A
quantificacdo relativa foi avaliada a partir da comparacao do ciclo em que o nivel de
fluorescéncia alcangou um limiar pré-estabelecido (Ct) do gene alvo em relacéo a dois
controles endogenos, determinado pelo calculo do valor de 2-22€t Como controle, foi
analisado a expressédo do gene basal, o U6 (um snRNA). As reacdes foram realizadas
em triplicata no equipamento ViiA 7 Real-time PCR System (Thermo Fischer Scientific
®). A relacao dos oligonucleotideos e respectivas sequéncias esta no Quadro 1.

QUADRO 1: SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS UTILIZADOS NAS
REACOES DE PCR

Sequéncia o ]
Gene ) Sequéncia reverse (5°- 3’)
forward (5°- 3’)
PBX1 TGCGTTCCCGA AGACTGTGATGCCACACT
TTTCTGGAT TC
TIMP1 GGGCTTCACCA TGCAGGGGATGGATAAA
AGACCTACA CA
TCCGTACCCTT ACGCCTCTGGCCGTACC
ANGPTL4
CTCCACTTG ACT
CCTTGCTGCTC ATGATTCTGCCCTCCTCC
VEGFA
TACCTCCAC TT
Us CTCGCTTCGGC AACGCTTCACGAATTTGC
AGCACA GT

3.4. Andlise estatistica

As andlises estatisticas seréo realizadas utilizando o teste t de Student com
auxilio do software teste t de Student com auxilio do software GraphPad Prism 9.5.1.
Inicialmente a expressao dos genes alvos sera normalizada em relagdo ao gene

basal (U6) e os dados brutos serdo submetidos ao software.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Com o objetivo de avaliar a possivel modelacdo da expressao génica de genes
relacionados ao processo de angiogénese na linhagem celular de cancer de mama do
subtipo luminal A (MCF-7) editada por CRISPR-Cas9 para o gene PBX1 (MCF-7 ed.),
os resultados das duplicatas biologicas realizadas em triplicatas técnicas, confirmaram
a diferenca significativa esperada na expressao do gene PBX1 na linhagem MCF-7
guando comparada com a MFC-7 ed., considerando que a edi¢ao tinha como objetivo
reduzir a expressao do PBX1 (Figura 1).

O gene U6 de expressao constitutiva foi utilizado como normalizador para
garantir que a diferenga observada refletisse de fato a expressividade diferencial entre

a linhagem controle e a linhagem editada, possibilitando as comparacoées.

FIGURA 1: COMPARACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DO GENE PBX1 ENTRE A LINHAGEM
MCF-7 E A LINHAGEM MCF-7 ED.

Expressao do gene PBX1
1.5

* ok k

Expressio relativa

MCF-7 MCF-7 ed.
Linhagem celular

Confirmada a expressao diferencial do gene PBX1, comparamos a expressao do
gene TIMP1 na linhagem original em relagdo a linhagem editada. Esperavamos que,
caso houvesse modulacdo da expressdo génica de genes relacionados a
angiogénese pelo PBX1, uma diferenca significativa seria encontrada como resultado
da comparacéo, porém isso ndo aconteceu. Apos a normalizacdo, as diferencas na
expressdo do gene TIMP1 nas duas linhagens néo apresentaram diferenca

significativa (Figura 2).
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FIGURA 2: COMPARACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DO GENE TIMP1 ENTRE A LINHAGEM

MCF-7 E A LINHAGEM MCF-7 ED.
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A mesma légica seria aplicada para comparar a expressédo do gene ANGPTL4,
porém nao houve amplificacdo de nenhum fragmento em nenhuma das triplicatas
técnicas ou mesmo entre as triplicatas bioldgicas, possivelmente por algum problema
envolvendo os primers, ja que todas as demais reagbes aconteceram conforme
esperado. Considerando que nao havia mais tempo habil para a sintese de novos
primers e repeticdo das reacdes até a data solicitada para a entrega deste trabalho,
optamos por prosseguir com as avaliagfes sem esse resultado.

Prosseguindo com a analise dados, a comparacdo agora foi realizada entre a
linhagem MFC-7 em relagdo a linhagem MCF-7 ed. para o gene VEGFA. A diferenga

nao foi significativa (Figura 3).



21

FIGURA 3: COMPARACAO DA EXPRESSAO RELATIVA DO GENE VEGFA ENTRE A LINHAGEM
MCF-7 E A LINHAGEM MCF-7 ED.
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Ainda que somente dois genes relacionados aos processos de angiogéneses
tenham sido comparados entre a linhagem editada para o PBX1 e a linhagem padréao,
nenhum dos dois genes apresentou diferencga significativa na expressao, indicando
gue possivelmente o gene PBX1 néo interage diretamente com o TIMP1 ou o VEGFA
na linhagem celular MCF-7. A regido especifica pela qual a proteina do gene PBX1 se
liga € conhecida (FIGURA 4), todavia nenhum dos bancos de dados consultados
continham a informacéao da potencial ligacao do fator de transcricdo PBX1 com regides
de controle da expresséo génica desses genes alvo. O levantamento de outros genes
relacionados a esse processo e uma comparacdo em um maior numero de
experimentos independentes, enriqueceriam os achados do trabalho, porém por
questdes de logistica e prazos para o desenvolvimento do e entrega trabalho essas
analises adicionais puderam ser realizadas. Esses contratempos ndo diminuem a
importancia dos achados ou a necessidade de demais investigacdes da relacdo do
PBX1 com os hallmarks do cancer, ja que a revisdo de Veiga e colaboradores (2021)
foi capaz de relacionar pelo menos outros quatro hallmarks do cancer envolvidos com
a expresséo do PBX1 e futuros trabalhos ainda serdo desenvolvidos com a linhagem
editada a fim de uma maior compreenséo do papel desse fator de transcricdo no

cancer de mama.
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FIGURA 4: GRAFICO DE LOGO DA SEQUENCIA DE LIGACAO DO FATOR DE TRANSCRICAO
PBX1.
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FONTE: JASPAR 2022.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo analisar a relacéo do fator de transcricéo
PBX1 com trés genes envolvidos no processo de angiogénese através da expressao
génica comparada, os genes TIMP1, ANGPTL4 e VEGFA. Devido ha imprevistos, foi
analisado a expressdao génica de somente dois dos trés candidatos iniciais. A
expressdo do gene ANGPTL4 néo foi avaliada. Diferente daquilo que se esperava
como resultado baseado na revisao bibliogréafica e no papel do PBX1 no processo de
angiogénese, ndo houve diferenca estatistica significativa na expressédo génica dos
genes candidatos entre a linhagem celular de cancer de mama do subtipo luminal A
(MCF-7) e a mesma linhagem editada para o gene PBX1 (MCF-7 ed.). Futuros
trabalhos que possam reavaliar o papel desses genes juntamente com outros genes
envolvidos com o processo angiogénese em cancer de mama poderao dar suporte as
conclusdes desse trabalho, bem como, contribuir para o entendimento do papel do

fator de transcricdo PBX1 no cancer de mama.
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