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RESUMO

O céancer de mama (CM) € o tipo tumoral com maior prevaléncia entre as mulheres e possuli
alta taxa de mortalidade, atribuida a falha na deteccdo precoce da doenca e auséncia de
marcadores efetivos. Nos cées, cerca de 50% dos tumores mamarios sdo diagnosticados como
malignos. Desse modo, o CM canino compartilha muitas semelhangas com estes tumores em
mulheres, 0 que os torna excelentes modelos para o estudo da biologia do cancer e testes de
agentes terapéuticos. Sabe-se que, os protocolos de quimioterapia que proporcionam um
tratamento adjuvante em cédes ainda possuem aplicacdo limitada e a cirurgia ainda é o
tratamento mais utilizado para essas pacientes. O CM canino € caracterizado pela alta
heterogeneidade intra e intertumoral, assim denominadas pela coexisténcia de diferentes clones
de células tumorais os quais podem ser formados a partir do crescimento desordenado com uma
vascularizagdo desigual, assim como pela exposicdo prolongada a medicamentos
quimioterapicos. Essa exposi¢do medicamentosa causa danos no DNA, e proteinas conhecidas
como poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) sdo responsaveis pela reparacdo desses danos.
Dessa forma, por meio da alta expressdo da proteina de reparo (PARP), as células tumorais
podem se tornar quimiorresistentes, podendo levar a recidiva e metastase tumoral. Diante disso,
uma alternativa inovadora é a utilizagdo de inibidores de PARP (PARPi) como tratamento, que
jasao utilizados parao CM humano e, podem contribuir para diminuicao de recidivas tumorais.
Este estudo visou verificar a expressao génica e proteica do PARP em células de linhagem
tumoral canina (CF41) resistentes ou ndo, além da eficiéncia do uso de PARPI (Olaparib) nas
células controle e quimiorresistentes. As células foram cultivadas e expandidas e em seguida
foram induzidas a resisténcia por meio do tratamento com Carboplatina 10 uM durante 2 a 3
semanas. Apds o estabelecimento da quimioresisténcia tumoral, foi realizado o Ensaio de
Viabilidade Celular (MTT) que definiu a dose do medicamento para tratamento das células
resistentes o qual foi verificado pela técnica de PCR em tempo real e imunofluorescéncia,
respectivamente. Finalmente, os resultados desse projeto confirmam a importancia da
expressdo da PARP nestas neoplasias em cadelas bem como elucida os mecanismos de

resisténcia em CM e propor um tratamento eficiente da recidiva tumoral.

Palavras—chave: Tumor mamario canino. Quimiorresisténcia. PARP. Inibidor de PARP.

Olaparib.



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the tumoral type which is more prevalent among women, and it has a high
mortality rate, due to failure in detecting it early and to the absence of effective markers as well.
In dogs, approximately 50% of the mammary tumors are diagnosed as malignant. Thus, the
canine mammary tumor (CMT) resembles a great deal with those tumors in humans, which
make them excellent models for the study of the cancer biology and therapeutic agents tests.
It’s known that the chemotherapy protocols which provide an adjuvant treatment in dogs still
have limited application and so surgery is yet the most used treatment for these patients. The
CMT is characterized by high intra and intertumoral heterogeneity, thus named for the
coexistence of different tumoral cell clones which can be formed from their disordered growth
with uneven vascularization, as well as prolonged exposure to the chemotherapy medication
which may contribute to the damaged caused to the DNA. The damage is repaired by proteins
known as poly (ADP - ribose) polymerase (PARP) that are activated under those conditions.
In this case, an innovative alternative is the use of PARP (PARPI) inhibitors as a treatment,
since they are already studied for the human breast cancer and can, therefore, contribute to the
decrease of the tumor recurrence. This study aims to verify the genetic and protein expression
of PARP in canine tumoral line cells (CF41) and the effectiveness of the use of PARPI
(Olaparib) in the control and chemo resistant cells. The cells are cultivated and expanded in
order to be induced to resistance through the treatment with carboplatin 10 uM for two to three
weeks. After the chemoresistance is stablished, the Cellular Viability Assay (MTT) will be
done, which will define the dose of the medication for the treatment of the non and the resistant
cells. The genetic and protein expression analysis of the PARP from the post-treatment cells
will be done through the PCR technique in real time and immunofluorescence respectively. To
sum up, the results of this project confirm the amount of the DNA repair through the PARP on
this neoplasia in dogs in addition elucidate the mechanisms of the BC resistance, besides

proposing an efficient treatment for the tumoral recurrence.

Keywords: Canine mammary tumor. Chemoresistance. PARP. Inhibitor of PARP. Olaparib.
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1 Introdugéo

O céncer de mama (CM) € uma doenca causada pela multiplicacdo desordenada das
células epiteliais que compdem a glandula maméria, e que consequentemente, levam ao
estabelecimento tumoral. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), no Brasil, o
CM é prevalente em mulheres, e em 2021 foram estimados 66.280 novos casos. Ainda afirmam
que, o cancer de mama € o tipo de cancer mais incidente em mulheres de todas as regides, apos
o0 céncer de pele ndo melanoma. Com isso, a alta taxa de mortalidade por CM nos paises em
desenvolvimento, pode estar associada a falha na deteccdo precoce da doenca e auséncia de
marcadores efetivos para estimar e prever a resposta tumoral as terapias (CHERDYNTSEVA
et al., 2017), alem da alta incidéncia a partir dos 40 anos de idade (INCA, 2021).

Na medicina veterinaria, cerca de 30 — 50% dos tumores em cadelas sdo diagnosticados
como malignos (MARCONATO et al., 2019). Em paises latinos e europeus em que a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) nédo € aplicada habitualmente, os tumores mamarios em
cadelas sdo muito comuns. No Brasil, por exemplo, a OSH vem sendo realizada hd muito tempo
em uma pequena parcela da populacdo canina, fato que pode explicar a alta ocorréncia dos
tumores nas glandulas mamarias das cadelas (ANDRADE & BITTENCOURT, 2013). Em
contrapartida, nos Estados Unidos, ha trinta anos, a OSH surgiu com o objetivo de diminuir a
superlotacdo dos abrigos de cées e gatos, fazendo com que posteriormente se tornasse lei no
pais (ANDRADE & BITTENCOURT, 2013) e comumente fosse realizada em cadelas em idade
precoce (MEDEIROS et al.,, 2017), tornando a neoplasia mamaria insignificante nessa
populacéo.

H& muitas semelhancas entre os CM caninos e humanos, dentre as quais as
caracteristicas histopatoldgicas, os biomarcadores moleculares, a resposta tumoral frente aos
tratamentos, entre outros (HUSSAIN et al., 2018). Portanto, os cdes sdo considerados
excelentes modelos para o estudo da biologia do cancer e testes de agentes terapéuticos.

Os carcinomas mamarios caninos sdo comuns em cadelas com idade entre 6 e 14 anos,
sendo que trés fatores principais afetam o risco de desenvolver essa neoplasia: idade, oscilagdes
hormonais e ragca (OSAKI et al., 2016). Estudos como SONREMO et al. (2011) certificam que
a chance de uma cadela desenvolver tumor priméario de mama aumenta com o passar dos
primeiros ciclos estrais. Esse estudo ainda reporta que cadelas castradas antes do primeiro ciclo,
possuem 0,5% de chances de desenvolver CM, contrapde com o indice de 8% e 26% para
cadelas castradas entre o primeiro e 0 segundo cio ou ap6s o0 segundo cio, respectivamente.

Sabe-se que, os protocolos de quimioterapia que proporcionam um tratamento adjuvante em
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caes ainda possuem aplicacgdo limitada. Deste modo, a literatura afirma que a cirurgia ainda é o
tratamento mais efetivo para pacientes caninos (DE CAMPOS et al., 2018).

A partir disso, um dos fatores-chave responsaveis pela falha terapéutica e a resisténcia
as drogas, € a heterogeneidade inter e intratumoral (MCGRANAHAN & SWANTON, 2017;
SCHURCH et al., 2018). A heterogeneidade intertumoral descreve uma variabilidade
morfolégica, imunofenotipica e de eventos epigenéticos, respostas terapéuticas e resultados
clinicos entre tumores da mesma paciente. Em contrapartida, a heterogeneidade intratumoral,
designa uma variabilidade de clones dentro de um Unico tumor de uma paciente.

Com isso, mecanismos, como angiogénese, transporte de nutrientes e uso de
medicamentos, sdo capazes de conduzir as multiplicacdes desordenadas de células subclonais
a partir de um clone progenitor comum, resultando em variacdo espacial entre diferentes regides
do tumor, progressio da doenca e resisténcia ao tratamento (GONZALEZ-MONTOYA et al.,
2018; SCHURCH et al., 2018).

Os efeitos dessa heterogeneidade tumoral refletem sobre a terapia realizada e a
sobrevivéncia celular. Em humanos, mesmo apds um continuo tratamento com quimioterapicos
proposto pelos médicos e cirurgias bem invasivas, mais de 50% dos pacientes acabam por
apresentar recidiva da doenca, porém de forma mais agressiva (DEY & RATHOD & DE, 2019).
Assim, essa recidiva tumoral pode ser estudada em cées, uma vez que a cirurgia realizada como
tratamento curativo, ndo tem efeito protetor sobre o aparecimento de novos nédulos ou sobre a
taxa de sobrevida das cadelas (FONSECA & DALECK, 2000).

Com isso, vestigios de células tumorais podem ser encontrados mesmo ap6s 0
procedimento e conseguem permanecer quiescentes por um determinado tempo, retornando a
atividade celular apds algum estimulo. Essas células que estdo quiescentes sdo conhecidas como
células-tronco tumorais ou ainda, células estaminais cancerosas (CSCs) (TODEN et al., 2019).
Sendo assim, muitas vezes ndo sao sensiveis ao tratamento, por se manterem adormecidas
(YANG et al., 2019) por um longo periodo (PAN et al., 2017). A capacidade de recidiva é
explicada pela grande capacidade das CSCs de restabelecer suas atividades e auto-renovarem,
diferenciarem e proliferarem como células-tronco normais (PRASAD et al., 2019), alcangando
locais distantes (QUAYLE & OTTEWELL & HOLEN, et al., 2018).

Portanto, torna-se pertinente elucidar de forma efetiva e minuciosa tambem os
mecanismos envolvidos na quimiorresisténcia. A exposi¢do prolongada aos medicamentos
permite que as células tumorais adquiram mecanismos de reparo do DNA o qual é adulterado
pelos medicamentos. Esses reparos sdo realizados por proteinas conhecidas como poli (ADP-

ribose) polimerase (PARP) que sdo ativadas sob tais condicdes (figura 1.(A)) e recrutam o
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grupo de enzimas de reparo (ABECASSIS et al., 2019). Diante disso, uma alternativa inovadora
é a utilizacdo de inibidores de PARP (PARPI) que, in vitro, quimiossensibilizam as linhagens
celulares do CM (JARRAR et al., 2019). Evidéncias indicam que, além da inibicdo catalitica
da atividade de PARP, os PARPI induzem complexos citotoxicos de PARP-DNA através de
“aprisionamento” da PARP e consequentemente o aumento da citotoxicidade dos agentes
alquilantes nas células (ABECASSIS et al., 2019). Além do mais, a inibicdo da enzima PARP
pode ser considerada um alvo terapéutico, uma vez que as CSCs quando danificadas (figura 1.
(B), ndo conseguem reparar a fita do seu DNA e por consequéncia, ndo séo capazes de se auto-

renovarem, proliferarem e realizarem a manutengéo do tumor (JARRAR et al., 2019).

Figura 1. Acdo da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP). (A) No reparo do DNA em células
normais, quando o DNA ¢ danificado, um sinal quimico € enviado para a PARP a qual
inicialmente realiza ligas répidas, diretas e superficiais das fitas de DNA. Com isso, passa a
recrutar enzimas de reparo as quais trabalham juntamente para recuperar a fita do DNA por
completo. Com o seu reparo essas enzimas desligam-se das fitas e as células voltam a sua
atividade normal (proliferam, autorrenovam e realizam a manutenc¢éo do tecido). (B) Quando
ocorre a exposi¢do a medicamentos prolongados, o reparo do DNA pela PARP ¢ inibido pelos
inibidores de PARP, no caso, o Olaparib. De certa forma, a fita do DNA continua danificada e,
portanto, sofre apoptose, onde consequentemente, ndo ocorrem os eventos de reparacao celular.
Com isso, ocorre 0 aprisionamento da PARP e consequentemente o aumento dos agentes

citotoxicos alquilantes na célula e portanto, morte do tecido.
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Esse mecanismo de estudo em linhagens de células tumorais humanas ja é aplicado com
0 proposito de reduzir a progressdo tumoral. Em contrapartida, o uso de PARPi com tal
propdsito ainda ndo foi descrito na espécie canina, ja que ndo sdo encontrados estudos sobre a
PARP em cadelas. Apesar disso, a relagdo entre o inibidor de PARP e as diferentes mutacdes
em diversos tipos de cancer tem sido descrita na literatura, com o objetivo de incluir o
tratamento com PARPi na medicina personalizada em combinacdo com a quimioterapia
convencional, na tentativa de aprimorar sua eficacia e atenuar os efeitos adversos, diminuir as
taxas de mortalidade e melhorar a qualidade de vida (BENAFIF & HALL, 2015).
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho visa verificar a expressao génica e proteica da PARP em células da linhagem
tumoral canina CF41 resistentes e controles, aléem da eficiéncia do uso do inibidor Olaparib.
Ainda, proporcionar um tratamento mais eficiente e minimizar as chances de recidiva tumoral

e também elucidar os mecanismos de resisténcia em CM humano.

2.2 Objetivos Especificos
a. Desenvolver a quimiorresisténcia com Carboplatina nas células da linhagem CF41.

b. Verificar a expressdo génica e proteica do PARP nas células resistentes em relacao

as células ndo resistentes.

c. Tratar as células quimiorresistentes ou ndo com o inibidor do PARP (Olaparib) e

comparar os resultados entre as mesmas
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3 Metodologia

3.1 Consideragdes Eticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais/CEUA (Protocolo
FAMERP n°001-003673/2017).

3.2 Cultivo Celular

Para a realizacdo do estudo in vitro, foram utilizadas células da linhagem tumoral
mamaria canina CF41 (ATCC® CRL-6232TM) que por sua vez, apresenta um formato
fusiforme cujas células s&o originadas a partir de carcinoma (XAVIER et al., 2018). A linhagem
celular CF41 foi cultivada em meio Dulbecco’s modified Eagle’s high glucose (DMEM com
altas concentragdes de glicose) (Cultilab®) suplementado com 10% de FBS (Cultilab®) e 1%
de antibidtico e antimicético (penicilina e estreptomicina — anfotericina respectivamente). As
celulas em cultivo foram mantidas em incubadora a 37 °C e 5 % de CO>. O meio de cultura foi
substituido a cada dois dias com o proposito de estimular o crescimento das células. Quando
apresentaram 80-100% de confluéncia, foram tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer
com solucédo de azul de tripan a 4 % para verificar o nimero de células viaveis, foram entéo
transferidas para frascos de cultivo especificos para a inducdo da quimiorresisténcia e
posteriormente para andlise da expressao proteica (imunofluorescéncia) e expressdo génica

(PCR em tempo real).

3.3 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular foi analisada por meio de ensaio colorimétrico MTT (3{4,5-
dimetiliazol-2-il}-2,5difeniltetrazolium bromideo). As células foram colocadas em placas de 6
pogos, contendo, 1x10° células/pogo em meio de cultura com tratamento diluido.
Posteriormente o meio com tratamento foi retirado e adicionado em cada pogo, 100 uL de
solugdo de MTT — 12nM do kit Vibrant MTT Cell Proliferation Assay (Invitrogen®)- diluido
na concentragdo de 1mg/mL de meio puro (DMEM). Com isso, a placa foi incubada por 40
minutos a 37 °C e 5 % de CO». Apds esse periodo, todo o contetido foi novamente retirado para
posterior adicdo de 100 puL de dimetilsulfoxido 100% (DMSO). As placas foram colocadas sob
agitacdo por 10 minutos para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Entdo, a leitura em
absorbancia no leitor de ELISA (ThermoPlate®) sob comprimento de onda 570 nm foi

realizada.
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3.4 Grupos e Tratamentos dos Experimentos in vitro

No decorrer do cultivo, ao atingirem 80% de confluéncia, as células foram divididas em
2 grupos. O grupo | € utilizado como grupo controle, sendo que as células foram cultivadas em
meio de cultura (DMEM), sem nenhum aditivo. Em contrapartida, no grupo 11, as células foram
tratadas com Carboplatina por 3 semanas.

Posteriormente, as células serdo tratadas com diferentes concentragdes do inibidor de
PARP, Olaparib (0-50uM por 48 -72h), criando uma curva dose-resposta para a determinagéo
concentracgdes inibitdrias semi-maximas (I1Cso).

Além dos grupos destacados, ainda teriamos um grupo (grupo Il1) que sera aplicado
apenas a concentracdo de Olaparib definida pela 1Cso de modo a mostrar a sua eficiéncia e outro
grupo (grupo 1V) o qual sera resultado da resisténcia do grupo Il, sendo ele, a combinacédo da
Carboplatina e o Olaparib, de modo também, a mostrar a eficiéncia da combinacdo dos dois

medicamentos.

3.5 Inducéo a resisténcia

A inducdo a resisténcia foi aplicada conforme o protocolo desenvolvido por
ACHUTHAN et al., (2011). Foi adicionada Carboplatina em uma concentra¢ao de 10 uM no
grupo Il. O tratamento foi trocado a cada 3 dias por cerca de 3 semanas. Assim, grande
quantidade de células CF41 sofreram apoptose, restando apenas algumas células que por
inducdo ao quimioterapico passaram a ficar resistentes, apresentando um aspecto mais alongado

e com um nucleo bem evidente.

3.6 Imunofluorescéncia

Apbs o0s processos descritos nos itens 3.1 a 3.5, foi realizada a técnica de
imunofluorescéncia para a analisar a expressao proteica do PARP (Thermo Scientific, 436400,
MA, USA) de acordo com LEONEL et al., (2017). Primeiramente, as células da linhagem
tumoral mamaria canina foram lavadas com PBS, fixadas com paraformoldeido 4% e
permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 (Sigma-ALdrich®) por 10 minutos a 40 °C sob
agitacdo. Entdo, as ldminas foram lavadas com PBS/glicina (3 vezes por 15 min cada) seguido
do bloqueio da peroxidase por 1h em temperatura ambiente e incubagcdo com os anticorpos
primarios especificos, overnight a 4 °C sob agitagcdo. No dia seguinte, as laminas foram lavadas
novamente (3 vezes por 15 min cada) e incubadas com anticorpo secundario por 1h em
temperatura ambiente. Ao final, as laminas foram incubadas com DAPI (Invitrogen®) seguido

da adicdo do ProLong® Gold (Invitrogen®). As laminas foram analisadas em microscopio
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confocal em filtro de comprimento de onda para a cor azul de 405 nm e para a cor verde de 488
nm. A reacdo foi realizada em triplicata e a quantificacdo da expressao proteica foi realizada

com o auxilio do software Image J.

3.7 RT-PCR quantitativa (QPCR)

O RNA total foi extraido da linhagem tumoral CF41 pelo método TRIZOL (Invitrogen
Life Technologies — Sdo Paulo, Brasil). A fita de cDNA foi sintetizada utilizando o Kit High
Capacity cDNA (Applied Biosystens®, Foster City, CA, EUA) em um volume total de 20 uL
das misturas da reacdo na concentracéo final de 100 ng/uL de cDNA. A expressao quantitativa
foi realizada por meio de RT-PCR em triplicata utilizando o Sistema Step one Plus (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, EUA) e um controle negativo foi incluido em cada reacdo. As
reacOes de PCR possuem 100 ng de cDNA, 10 mL TagMan Universal Master Mix, 8 mL de
solugdo de 4gua DEPC, 1 mL TagMan Gene Expression para PARP, que foram submetidos ao
seguinte esquema de amplificagdo: 50 °C durante 2 min, 95 °C durante 10 min, seguido por 40
ciclos de 95 °C durante 15 s e 60 °C durante 1 min.

Os niveis de transcricdo dos genes de interesse, PARP1, foram normalizados pelos
genes HPRT1 e RPLPO usados como controle interno de expressdo. Para a analise da expressao
dos genes, foram utilizados os ensaios TagMan (Applied Biosystems®), PARP
(Cf02630973_m1), HPRT1 (Hs01003267_m1), RPLPO (Hs04189669 ml). A expressdo
relativa dos genes de interesse foi determinada pelo método comparativo AACt, que relaciona
a média da expressdo dos genes normalizadores utilizados como controle endégeno e a média
da expresséo dos genes de interesse em cada amostra (LIVAK & SCHIMITTGEN, 2008). O
valor de RQ (quantificagdo relativa) do grupo controle (utilizado como referéncia) foi

estabelecido como unidade para analise da expressdo do gene PARP1.

3.8 Analise dos Resultados

A partir dos resultados da Imunofluorescéncia e do PCR, foram realizados o teste
ANOVA e em seguida o teste de comparacdo multipla de Bonferroni para avaliar
estatisticamente, onde, valores de P<0,05 foram considerados significantes e todas as analises

foram realizadas com auxilio do software GraphPrism 5.0.
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4 Resultados
4.1 Cultivo Celular

Na Figura 2 é demonstrada a cultura de células CF41 sem tratamento, onde pode-se
observar a col6nia de células fusiformes em crescimento apresentando um nucleo conspicuo,
caracteristico deste tipo de linhagem celular. Dessa forma, pode-se concluir que a etapa de

crescimento celular foi realizada com sucesso.

Figura 2. Células controle da linhagem CF41 com confluéncia de aproximadamente 80%.

Fonte: Propria Autora.

4.2 Teste de Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular relativa (%) de cada amostra foi calculada a partir da média dos valores
de absorbancia das triplicatas. Para o valor obtido no grupo controle, foi atribuido 100% de
viabilidade celular. Nos outros grupos os valores foram calculados a partir da diferenca em
relagdo ao grupo controle. Os resultados demonstraram que o tratamento com as concentragées
de 1 uM, 2 uM, 4 uM e 8 uM de Carboplatina néo alterou a viabilidade das células da linhagem
CF41 apos 24 horas de tratamento. Apenas a concentragdo de 10 uM e 20 uM de Carboplatina
diminuiu significativamente a viabilidade das células CF41 em relacdo as células controle.

Sendo assim, utilizamos a concentra¢do de 10 uM que se mostrou eficiente para o nosso estudo.

Figura 3. Gréafico que representa a viabilidade celular pelo ensaio MTT na linhagem CF41 ap06s
24 horas do tratamento com Carboplatina (1 uM, 2 uM, 4 uM, 8 uM, 10 uM e 20 uM). Os dados
s80 expressos como a porcentagem do grupo controle.
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4.3 Tratamento Celular

No decorrer do cultivo e apds as células apresentarem 80% de confluéncia, foi adicionada
a Carboplatina em uma concentragdo de 10 uM. O tratamento foi trocado a cada 3 dias por
cerca de 3 semanas. Assim, grande quantidade de células CF41 sofreram apoptose, restando
apenas algumas células que por inducdo ao quimioterapico passaram a ficar resistentes,
apresentando um aspecto mais alongado, sem forma definida e com um nucleo bem evidente.
A figura 3 mostra o aspecto de células resistentes no decorrer do tratamento antes da morte
celular apds alguns dias.

A definicdo da dose de Olaparib foi feita por meio da ICso, em que a concentracdo de 10uM

se mostrou mais eficiente no tratamento apos a inducédo da resisténcia.

Figura 4. Morfologia das células CF41 durante o tratamento e inducdo da quimiorresisténcia

com 10 uM de Carboplatina.
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Fonte: Propria Autora.

4.4 Imunofluorescéncia

Conforme o esperado, houve diminuicao da expressédo proteica do PARP1 ap0s o tratamento
com 10 uM de Olaparib (64,24 = 7,027) comparado ao grupo controle (94,70 £ 6,725) (p <
0,05; Tabela 1). Todos os dados da expressdo proteica do PARP1 estdo descritos na tabela
abaixo e mostrados graficamente na figura 5. J& na figura 6, encontram-se fotomicrografias por

imunofluorescéncia que comprovam a diminuicao da expressao da PARPL.

Tabela 1. Dados da analise da expressdo proteica do PARP1 por imunofluorescéncia expressos

em média e + desvio padréo.

Grupo de Tratamento Média + Desvio Padrao
Controle 94,70 £ 6,725
** Olaparib 64,24 + 7,027
Resistente 92,45 + 7,856
Resistente tratado com Olaparib 68,25+ 7,106

*p<0,05

Figura 5. Média da Expressdo Proteica da PARP1 por imunofluorescéncia nas células da

linhagem tumoral mamaéria canina CF41.
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Figura 6. Fotomicrografias da Expressdo Proteica da PARP1 por imunofluorescéncia nas
celulas da linhagem tumoral mamaria canina CF41, comparando 0s grupos tratados com as
células sem tratamento (controle) e grupo resistente com o grupo resistente tratado com

Olaparib.
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4.5 RT-PCR quantitativa (QPCR)
A andlise da expressdo génica para as células da linhagem tumoral mamaria CF41,

apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significante na expressao do PARP1 nas células
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tratadas com Olaparib e Resistente com Olaparib quando comparado com o grupo controle
(p<0,05; Tabela 2). Todos os dados da expressao génica do PARP1 estdo descritos na tabela

abaixo e mostrados graficamente na figura 7.

Tabela 2. Dados da anélise da expressdo génica por gPCR, expressos em média + desvio

padréo.

*p<0,05

Figura 7. Média da Expressdo Génica da PARP1 por PCR em tempo real nas células da
linhagem tumoral mamaria canina CF41. Valores comparados com 0s grupos tratados com as

células sem tratamento (controle) e grupo resistente com o grupo resistente tratado com

Olaparib.
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5 Discussao

A Carboplatina foi utilizada em nosso estudo pois € um medicamento conhecido e muito

utilizado em estudos na area da oncologia humana (DAL LAGO et al, 2006). Apesar de serem
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eficientes e muito utilizados nos tratamentos, os agentes quimioterdpicos causam efeitos
colaterais aos pacientes. Ainda, causam estresse oxidativo nas celulas as quais respondem
ingressando em senescéncia celular, através de células tumorais progenitoras (ACHUTAN et
al, 2011). Sendo assim, é de extrema importancia considerar que agentes citotdxicos como 0s

quimioterapicos, sdo grandes geradores de recidiva tumoral (TE POELE et al, 2002).

Ao utilizarmos o0 medicamento a base de sais de platina em nossa linhagem celular
de cadela, observamos que os resultados comparados com o grupo controle e com os demais
tratamentos utilizados, mostraram-se estatisticamente significativos. 1sso se deve ao fato do
medicamento ser indicado para tratamento de neoplasias mamarias malignas de caninos e
felinos (LAVALLE et al, 2012). Embora os sais de platina como monoterapia sejam
medicamentos mais ativos e eficazes no tratamento de cAncer de mama metastatico, as doses
causam uma variedade de efeitos colaterais e sdo extremamente toxicos para 0 organismo.
Apesar dessa eficiéncia no tratamento, as células quiescentes que surgiram a partir de um
grupo progenitor comum e que nio sofreram apoptose (SCHURCH et al., 2018) servem
como uma reserva e levam a recorréncia tumoral mais agressiva (ACHUTHAN et al, 2011;
ZHENG et al, 2004) ap6s periodos prolongados de tratamento (LIVRAGHI & GARBER,
2015).

Os resultados obtidos foram coerentes com as hipdGteses da literatura (ABECASSIS,
et al., 2019; JARRAR et al., 2019), pois a partir das analises da expressdo proteica por
imunofluorescéncia (Tabela 1 e Figuras. 5 e 6) e pela analise da expressdo génica por PCR
em tempo real (Tabela 2 e Fig. 7), pode-se observar diminuig&o significativa na expresséo de
PARPL1. O tratamento com 10 uM de Olaparib por 24h, foi eficaz na reducdo da expressao
génica e proteica da PARP1 das células tratadas quando comparadas com o grupo controle.
Essa estratégia inovadora € vista em alguns estudos com pacientes humanos (ARMENIA et
al, 2018), onde os inibidores de PARP apresentam eficacia no tratamento de
aproximadamente 60% dos pacientes com tumores de mama e/ou tumores de ovario (LI et
al, 2020). Diante disso, esses métodos aplicados para tumores humanos devem ser adaptados
para tratamentos de tumores caninos a fim de aumentar a sobrevida desses animais
(FONSECA & DELECK, 2000). Embora o uso dos inibidores de PARP1 seja uma inovagao
terapéutica, ainda ha duvidas que precisam ser respondidas, uma vez que tratamentos
continuos e prolongados podem levar a uma grande toxicidade hematoldgica ou até
desenvolvimento de outros tumores em humanos (LIVRAGHI & GARBER, 2015). Além



disso, alguns estudos mostram que alguns pacientes podem apresentar resisténcia ou até

mesmo ndo apresentarem respostas aos inibidores de PARP (LI et al, 2020).

A diminuicdo significativa na expressao génica ndo é apenas explicada pela atuacéo
do Olaparib o qual, inibe a acdo da PARP, mas também, pela acdo da Carboplatina como
agente alquilante (ALMEIDA et al., 2005), isto é, adicionando grupos metil ou etil que
interagem com as bases do DNA, acarretando em mudanga na estrutura das bases e
consequentemente um pareamento diferente do esperado. Essa metilacdo traz como um de
seus resultados, a inibicao/silenciamento da expressao de genes por meio da inibicéo direta
ou indireta da ligacdo dos fatores de transcricdo (NUSSBAUM, 2008).

Ainda, por meio do nosso estudo, foi possivel demonstrar que a resisténcia realizada
por meio da Carboplatina 10uM induziu a senescéncia de células tumorais. Vale ressaltar
ainda, que apesar de termos demonstrado reducdo significativa das expressdes génica e
proteica da PARP1 quando tratadas com Olaparib (10pM), ainda é necessario averiguar no
futuro, por meio de um ensaio clonogénico, se a morte celular é eficiente nas células
resistentes. Apesar disso, 0 nosso estudo € inovador, ja que tratamentos para tumores
mamarios caninos sao escassos, apresentando a cirurgia como o Unico método padrdo efetivo
(FONSECA & DALECK, 2000; DE CAMPOS et al., 2018) para esses pacientes.

6 CONCLUSAO

Logo, concluimos que a inducdo a resisténcia foi efetiva e que houve uma resposta
na diminuicdo da expressdo da proteina PARP nas células resistentes e ndo resistentes que
receberam o tratamento com o 10 uM de Olaparib, quando comparadas com o grupo controle.
Dessa forma, os inibidores de PARP (Olaparib) podem ser efetivos para o tratamento
neoadjuvante na medicina personalizada além de inibir a recidiva tumoral dos tumores de

mama na espécie canina.

27
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FAMERP n* 001-003673/2017, am 04 de Satembro de 2017, sob a responsabiidade da Profa. Dra
Debora Aparecids Pres de Campos Zuccarl, que envolve @ producda/ manutengaalutiizacho de
animais pertencentes a0 filo Chordada, subhlo Venetvads (exceto humanos), para fins de pesquisa,
GNcoNra-s8 de acordo com o8 preceilos da Lei n® 11 764, de 8 de cutubro o8 2008, do Dacreto n®
6869, de 15 de julho de 2009, ¢ com B8s normas editadas pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA). & foi APROVADQ pela Comissio de Etica no Uso de Anmals
@2 FAMERP (CEUA-FAMERP) em reunifio de 27 de Setembra de 2017

FINALIDADE Pesqusa

VIGENCIA DA AUTORIZAGAD 1 T1VIV2017 & 1VIOV2019
ESPECIE Canina

NUMERO DE ANIMAIS | 40

SEXO Fémeas

ORIGEM Das coletas 0as amosiras de sangus &

Sdo José do Rio Preto, 04 de Outubro de 2017

(Portaria FAMERP 109, de 28 de outubro de 2074 - DOESP de 08 de de 2014, Poder
Executivo ~ Segdo |, 124(209) - 57)

Av. Brigadeiro Facia Linm, 5306 — Vila S30 Pedro. CEP: 15090000 - S0 Joné do Rio Preso - SP - Bradd
Fel (17) 32015534
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ANEXO B - Certificado de Participacdo e Apresentacao de trabalho no XXXI|I

Congresso de Iniciacao Cientifica da Unesp

;.{Sﬁq‘ Venfique o codigo ce 20130308 &m Mittps./www evend com bridacumentos AVA
AVAYAY

== prope unesp - (V)’

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
‘JULIO DE MESQUITA FILHO” XXX i

CERTIFICADO

Certificamos que Gabriela Karam Rebolho, participou das atividades previstas na
Programacgdo da 1? Fase do XXXII Congresso de Iniciagdo Cientifica da Unesp realizada
nos dias 20, 21 e 22 de outubro de 2020, apresentando o trabalho intitulado "Inducdo da
quimiorresisténcia em células da linhagem de cancer de mama canino CF41 e sua relagao
com a PARP e seu inibidor". A carga horaria total do evento & de 24 horas.

Sao Paulo, 22 de outubro de 2020.

Carlos FO.
Pro Reitor de Pesquisa P

YN
&
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ANEXO C - Classificagdo da 1° fase da Apresentacéo de Trabalhos no XXXII

Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unesp

Curso de Graduacao

Média

Classificacao 12
Fase

Letras 1

Ciéncias 2

Ciéncias 3

Fisica Biolégica 4

Letras 5

Letras 6

Letras 9,92 7

86226 [471.01 Ciéncia da Computacao | 9,83 8
83464 401.440.648-20 __Ciéncias Biolégicas 9,83 9
81315 .382.728-58 Engenharia de Alimentos | 9,83 10
87770 |430.076.268-62 ____Matematica 9,83 11
87970 |483.685.818-69 Qnimlea Ambiental 9,83 12
284512 |358.617.848-41 Ciéncia da Computagao 9,75 13
285627 1050.855.491-80 Ciéncias Biolégicas 9,75 14
285454 |227.337.658-84 Engenharia de Alimentos 9,75 15
286931 [421.868.608-48 Engenharia de Alimentos 9,75 16
285153 [435.882.748-98 Letras 17
282923 [476.831.018-42 Letras 18
283609 442.199.428-66 Letras 19
285607 [484.983.328-42 Quimica Ambiental 20
286784 |484.726.998-54 Ciéncias Biolégicas 21
281977 |466.121.648-24 Fisica Bioldgica 22
288369 [475.577.008-48 Letras 23
283829 507. 936 688-59 Qufmnca Ambiental 9,67 26
284425 |455.143.548-14 Ciéncia da Computacao 9,58 27
287329 1421.020.158-82 Ciéncia da Computacao 9,58 28
287272 |469.939.468-07 Ciéncias Biologicas 9,58 29
287234 |437.101.478-08 Letras 9,58 30

*Trabalho classificado em 29° lugar(grifado)
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ANEXO D - Certificados de Apresentacgédo de trabalho no VII CAIC — Congresso Anual
de Iniciacao Cientifica e V Congresso Cientifico FAMERP/FUNFARME

Declaracdao de Apresentacao de Trabalho

Dedaro que GABRIELA KARAM REBOLHO, MARINA GOBBE
MOSCHETTA, JUCIMARA COLOMBO, DEBORA APARECIDA PIRES
DE CAMPOS ZUCCARI, apresentaram o Iradbalho intitulado: INDUCAO
DA QUIMIDRRESISTENCIA EM CELULAS DA LINHAGUEM DE CANCER
DE MAMA CANINO CF41 E SUA RELACAD COM A PARP E SEU
INIBIDOR, durante o XVIl CAIC ~ Congresso Anual de hiciagio Cientifica
e V Congresso Cientifico FAMERP/FUNFARME, realizado em 21 de

outubro de 2020, no Google Meet.

Profa. Dra. Lucia Marinilza Beccara
Presidente do Evento

Profa. Dra. Suzana Margareth Agpe Lobo
Diretora Adjunta de Pesquisa

Documento emitido no dia 5 de janeiro de 2022.

Codgo de valdagho: T2AF DC2F SAD9-404A9C9%
A auverticidade deste cocumento pode ser verificada ra padgina da FAMERP
Ieplicerdec famem be'alida 250X
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ANEXO E - Certificado de Participacao do VII Internacional Symposium on
Translational Oncology

—
ha

hospital

CERTIFICATE

de amor Certificamos que
barretos

GABRIELA KARAM REBOLHO

participated in the -Vl International Symposium on Translational
Oncology:, held in Barretos, Brazil, from September 13th to 14th,
2019.

Workload: 21h40min
We appreciate your attendance and active participation.

Barretos, September 14, 2019

4
i,
v
Rui ManuelReis, PhD
Molecular Oncology Research Center




