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Resumo

O cancer de mama (CM) € o primeiro em taxa de mortalidade em mulheres no
mundo e o segundo mais frequente entre as mulheres no Brasil. Os fatores de risco estdo
relacionados com a idade, fatores ambientais, comportamentais, genéticos/hereditarios,
historia reprodutiva e hormonal, bem como os hormonios tireoidianos (HT) que tém
sido propostos por influenciar o desenvolvimento de CM. A superexpressdo do fator
induzido por hipoxia 1 subunidade alfa (HIF1A4) e o fator transformador de crescimento
alfa (TGFA) estd positivamente relacionada com a agressividade do tumor e com a
progressdo maligna em neoplasias humanas, porém ndo foi avaliada a participag¢do do
hormonio triiodotironina (T3) na expressdo desses genes em vias extranucleares
MAPK/ERK e integrina avp3. No CM, a desregulagdo na expressdo de microRNAs
(miRNA) tém sido detectada em casos metastaticos e de pior prognéstico, sugerindo
func¢des importantes na oncogénese mamadria e na progressdo do cancer. Nosso objetivo
foi verificar o envolvimento do T3 no controle pos-transcricional da expressdo de
mRNA HIFIA e TGFA e avaliar se os miRNAs envolvidos no CM, let-7a-5p, miR-
200a-3p e miR-335-5p, s@o modulados por esse hormonio em células de
adenocarcinoma de mama MCF7. A linhagem celular de adenocarcinoma de mama
MCEF?7 foi submetida ao tratamento com T3 na dose suprafisiolégica (10"*M) por 1 hora,
na presenca ou auséncia de drogas especificas para o bloqueio de vias de sinalizagdo
intracelulares para abordagem de agdes extranucleares dos HT, como PD98059
(inibidor da MAPK/ERK), Peptideo RGD (que se liga a integrina avp3) e a-amanitina
(inibidor especifico da RNA polimerase II), com posterior andlise de expressdo génica
de HIFIA e TGFA, assim como, os miRNAs let-7a-5p, miR-200a-3p e miR-335-5p por
meio da técnica de RT-qPCR. Os resultados demonstram que a ativagdo das vias

MAPK/ERK e integrina avp3 pelo T3 sdo necessarias para modular a expressdo de



mRNA de HIFI4 e TGFA e a inibi¢do da transcri¢do génica demonstra que o T3 ndo
mantém a estabilidade pds-transcricional dos mRNAs estudados em células MCF7. O
T3 exerceu efeito supressor na expressio do miRNA let-7a-5p, podendo estar
correlacionado com pior progressao tumoral e ndo interfere na expressdo de miR-200a-

3p e miR-335-5p nessa linhagem celular.

Palavras-chave: Hormonio tireoidiano, Adenocarcinoma de mama, HIFIA, TGFA e

miRNAs.



Abstract

Breast cancer (BC) has the highest mortality rate among women in the world and
is the second most frequent among women in Brazil. Risk factors are related to age,
environmental, behavioral, genetic/hereditary, reproductive and hormonal history, as
well as thyroid hormones (TH), that have been proposed to influence the development
of BC. The overexpression of the hypoxia inducible factor 1 subunit alpha (HIF1A) and
the transforming growth factor alpha (7GFA) is positively related to tumor
aggressiveness and malignant progression in human neoplasias, but the participation of
the hormone triiodothyronine (T3) in the expression of these genes in extranuclear
pathways MAPK / ERK and integrin avp3. In BC, dysregulation in the expression of
miRNAs has been detected in metastatic cases and worse prognosis, suggesting
important functions in mammary oncogenesis and cancer progression. Our objective
was to verify the pathways of T3 actions, through the use of specific drugs to block
intracellular signaling pathways as an approach to mapping TH extranuclear actions in
the expression of HIFIA and TGFA. We jointly evaluated whether the miRNAs
involved in CM, let-7a-5p, miR-200a-3p and miR-335-5p are modulated by T3 in
MCF7 breast adenocarcinoma cells. The MCF7 breast adenocarcinoma cell line was
treated with T3 at the 10°M dose for 1 hour in the presence or absence of specific drugs
for the blockade of intracellular signaling pathways to approach HT extranuclear actions
such as PD98059 (MAPK/ERK inhibitor), RGD peptide (which binds avp3 integrin)
and o-amanitin (specific inhibitor of RNA polymerase II), with subsequent gene
expression analysis of HIFIA and TGFA, as well as the miRNAs let-7a-5p, miR-200a-
3p and miR-335-5p by the RT-qPCR technique. The results demonstrate that the
activation of both the MAPK/ERK and avf3 integrin pathways by T3 is required to

modulate the gene expression of HIF/A and TGFA and by inhibiting gene transcription



we demonstrated that T3 does not maintain the post-transcriptional stability of the
mRNAs studied in cells MCF7. T3 had a suppressive effect on the miRNA let-7a-5p
expression, which may be correlated with worse tumor progression and does not

interfere with miR-200a-3p and miR-335-5p expression in this cell line.

Keywords: Thyroid hormone, breast cancer, HIF1A4, TGFA and miRNAs.
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Capitulo 1
Introdugédio estendida




O cancer de mama (CM) ¢ uma doenga causada como consequéncia de alteragdes
genéticas em algum conjunto de células da mama, podendo ocorrer tanto no ducto
quanto nos globulos mamarios. Esse processo € causado pela proliferacdo anormal e
descontrolada de células oriundas de uma célula previamente normal, que sofreu uma
ou mais muta¢des e que tem a capacidade de se espalhar pelo organismo podendo
resultar em tumor maligno(1). De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o
CM ¢ o primeiro em taxa de mortalidade em mulheres no mundo e o segundo mais
frequente entre as mulheres no Brasil. A estimativa do numero de casos novos de CM
em mulheres no Brasil foi de 59.700, para o ano de 2018, correspondendo cerca de 29%
dos casos novos a cada ano(1).

Inumeros fatores de riscos ambientais, condi¢des patologicas e agentes
fisioldgicos(2—5), bem como os hormonios tireoidianos (HT) tém sido propostos por
influenciar o desenvolvimento de CM(6). Estudos do nosso grupo relatam relagdo entre
0o CM em mulheres na p6s-menopausa e hipertiroidismo(7-9).

Durante a progressdo tumoral, ocorre um processo dependente da formagdo de
novos vasos, denominado angiogénese tumoral(10). A angiogé€nese consiste no
desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes, sendo essencial
em processos fisiopatologicos, tais como o desenvolvimento e a disseminacdo dos
tumores(11). Quando a proliferagdo de células cancerosas ultrapassa a taxa de
angiogénese, resulta em hipoxia tecidual(12). A adaptacdo celular a hipoxia €
considerada um dos estimulos mais importantes para a angiogénese em tumores
malignos(13) e um passo fundamental na progressdo do tumor(14). Essa adaptagdo ¢
regulada principalmente pelo fator indutor de hipoxia 1 (HIF-1), que é conhecido por
desempenhar um papel essencial na homeostase(15-19), sendo fundamental na resposta

celular em condig¢des de baixa concentragdo de oxigénio(13).
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A hipéxia estimula as proteinas HIF-1, que ativa a transcricdo de genes
envolvidos nos aspectos da biologia celular, regulando processos, como metabolismo,
angiogénese, proliferacdo celular, apoptose e remodelamento celular(20). Esse fator ¢
composto por duas subunidades, a alfa (a) e a beta (B), ambas membros de uma familia
de proteinas (bHLLH). A subunidade o ¢ a funcional, regulada pelo oxigénio e apresenta
3 tipos diferentes de unidades (la, 2a e 3a)(21). J4 a B, € constitutiva, mantida em
niveis constantes de expressdo, independente da concentracdo de oxigénio(20,22,23).

Em condi¢des de normoéxia tecidual sdo detectadas pequenas quantidades de
HIF'14 sendo sintetizado e degradado, na condi¢do de hipdxia hd aumento significante
dessa expressdo(24,25), além disso, tumores submetidos a hipoxia parecem ser mais
agressivos, com redu¢@o da apoptose e aumento de resisténcia a drogas(26-28).

Um estudo realizado por Zong et al.(29), mostrou que HIF'1A € superexpresso em
varios tumores humanos (c6lon, mama, estdmago, pulméao, pele, ovario, préstata, renal e
carcinomas pancreaticos) quando comparado com tecidos normais, sendo também mais
expresso em lesdes pré-malignas do que em lesdes benignas(29). Esses resultados
enfatizam que HIFIA desempenha um papel importante no crescimento do tumor e na
progressdo a metastase(30).

A superexpressdo de HIFIA no CM humano apresenta importancia funcional e
provavelmente prognostica, estando relacionados a carcinogénese mamaria e
modifica¢des moleculares decorrentes do processo de vascularizagdo tumoral(31)
sugerindo potencial de lesdes pré-cancerosas(29) o que o torna um alvo promissor para
o tratamento preventivo(32,33).

Além do HIFIA, o fator transformador de crescimento alfa (7GFA) também ¢&

secretado por muitos tumores e possui propriedades angiogénicas(34).
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O gene TGFA ¢ um fator de crescimento caracteristico dos mamiferos, sua
expressdo ocorre em diversos tecidos desde a embriogénese até a fase adulta(35). Seu
principal efeito ¢ o estimulo da proliferacdo celular(36), sendo potente indutor de
mitoses durante o desenvolvimento da mama(37). E secretado por varios tipos de
células e estimula sua proliferacdo, diferenciacdo e desenvolvimento(38). Sua expressao
foi detectada durante diferentes estagios de desenvolvimento maméario(39). Tém sido
descrito como um fator produzido por células tumorais(34) e sua superexpressdo pode
ocorrer durante a progressao maligna(40).

A literatura indica que as citocinas interleucina-17A (IL-17A) e TGFA estio
envolvidas na iniciacdo e progressdo de doengas mamarias estando correlacionado com
tumor mamario(38.,41.,42).

Em estudo recente, os niveis séricos de 7TGFA em pacientes com carcinoma ductal
foram significativamente maior em relacdo a individuos saudaveis, sugerindo que o
TGFA pode promover o desenvolvimento de tumores e estar associado a um estagio
clinico mais grave de carcinoma. Assim, essa citocina pode ser desenvolvida como
biomarcadores diagnosticos e prognodsticos do cancer(43).

Estudos anteriores demonstraram que a superexpressdo de HIFIA e TGFA esta
positivamente relacionada com a agressividade do tumor e com a progressao maligna
em neoplasias humanas(40,44,45).

Em trabalho prévio demonstramos que o tratamento com triiodotironina (T3) na
dose suprafisiolégica (10*M), em células de adenocarcinoma de mama MCF7, promove
aumento da expressdo de mRNA de HIF1A4 e TGFA(46).

A via de sinalizagdo dos hormonios tireoidianos (HT) é complexa e altamente
regulada devido a expressdo de transportadores especificos, presenca de multiplas

isoformas de receptores de HT (TRs) e interagdes que ocorrem entre esses mediadores
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nas células e tecidos(47,48). Além disso, em muitos casos, as vias de sinalizacdo dos
HT estdo envolvidas em uma variedade de outras vias de sinalizagdo(49,50).

As acdes dos HT podem ser iniciadas no nucleo(51) ou por meio de mecanismos
denominados extranucleares por terem sitio de ativacdo na membrana plasmatica,
citoplasma ou nas mitocondrias das células(52).

No modelo nuclear de indugdo da expressdo génica pelos HT, os TRs ligam-se
como heterodimeros em associacdo com o receptor de acido retindico (RXR) ou como
homodimeros aos elementos responsivos aos hormdnios tireoidianos (TRE) (Fig. 1)(51).

A ligacdo de alta afinidade do HT ao receptor pode induzir ou suprimir a
expressdo de genes alvos. Nos genes alvos regulados positivamente, a auséncia do
ligante favorece o recrutamento de co-repressores, enquanto que na presenga de T3
ocorre liberacdo de co-repressores e recrutamento de complexos co-ativadores, levando
a ativacdo da transcricdo génica. Este mecanismo atrai um grande numero de proteinas
incluindo o complexo da RNA polimerase II para a transcri¢do do gene alvo. A agéo
nuclear também pode levar ao aumento da expressdo de genes desprovidos de TRE, os

quais sdo genes alvos para fatores de transcri¢do induzidos por este mecanismo(52).
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Figura 1. Ag¢fo nuclear dos horménios tireoidianos (HT). A¢do nuclear requer elemento responsivo ao
horménio tireoidiano (TRE) para transcricdo de genes alvos. T3, triiodotironina; TR, receptores de HT;

RXR, receptor de acido retinoico; Pol 11, polimerase 1I; mRNA, acido ribonucleico mensageiro.

Estudos demonstram que os HT podem agir por meio de outros mecanismos
(Fig. 2), além da agéo nuclear TR/TRE(51), esses mecanismos podem ser denominados
extranucleares por terem o sitio de iniciagdo na membrana plasmatica ou no citoplasma.
Os sitios de iniciagdo sdo proteinas caracterizadas como receptores de iodotironinas(47).
Os mecanismos denominados extranucleares podem influenciar potencialmente a
expressdo génica. O inicio da via de acdo ¢ extranuclear, por dependerem de vias
alternativas, mas as consequéncias incluem aumento da transcri¢do(51). Isto demonstra

que pode haver uma inter-relagdo entre a¢do nuclear e extranuclear dos HT.
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Figura 2. Representagdo esquematica de agdes extranucleares dos hormonios tireoidianos. 1) A¢des de
HT via integrina avf3. 2) A¢des de HT via MAPK. 3) Algumas agdes de HT via TRo, receptor alfa dos
HT; TRPI1, receptor beta dos HT; PI3K, fosfatidilinositol 3 quinase (modificado de Cheng et al.,

2010(47)).

Sobre as ac¢des extranucleares dos HT, as evidéncias sdo de que existem sitios
localizados na membrana plasmatica, ribossomos, mitocondrias, citosol com os quais os
HT podem interagir(53—55). Neste tipo de mecanismo, seus locais de iniciagdo podem
estar na membrana plasmatica, como na ativagdo da integrina avp3, que ativa a ERK1/2
e culmina nas agdes locais de membrana nos sistemas de transporte de ions, tais como
Na'/H", ou em eventos celulares complexos ou no citoplasma(51,56,57).

Ha evidéncias de que o HT pode afetar a organizacdo do citoesqueleto,
mecanismo pelo qual poderia interferir com o trafego de vesiculas para a membrana, e
que parece envolver a integrina avp3 ou um TRa truncado, receptor de HT que néo
apresenta dominio de ligacdo ao DNA, ficando no citoplasma, onde pode se associar

com outras proteinas/enzimas(47). Dessa maneira, véem duas diferentes possibilidades
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pelas quais os HT poderiam atuar num mesmo evento, sendo uma delas por uma agéo na
membrana e outra intracelularmente.

Bergh et al.(58) demonstraram a existéncia de um sitio ligante com alta afinidade
pelos HT, numa proteina estrutural de membrana plasmatica, a integrina avf3. Esta
reconhece proteinas de matriz extracelular que apresentam o dominio RGD (Arg-Gly-
Asp). A integrina avP3 possui dois sitios de ligagdo ao HT denominados Sitio 1 (S1) e 2
(S2). O S1 se liga somente ao T3 e o S2 se liga ao T4 com maior afinidade do que o
T3(59). A ligacdo de S1 ao T3 ativa por meio da cinase Src, a enzima fosfatidil inositol-
3-quinase (PI3K) e a ligagdo de T4 ou T3 a S2 ativa a via da via
MAPK/ERK1/2(51,59). Da interagdo dos HT com a integrina, ocorre a ativacdo da via
da MAPK, a qual medeia os efeitos extranucleares do T3 sobre a angiogénese(58).

Pelo receptor de integrina os HT estimulam as proteinas quinases ativadas por
mitogenos (MAPK) e proteinas pertencentes ao grupo das MAPK, como as quinases
reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2)(47). Ao ser estimulada pelos HT, a
MAPK ativa a proliferacdo de células tumorais ou a angiogénese. Por meio da
fosfolipase C (PLC) e proteina quinase C (PKCa), o hormoénio ativa a ERK1/2
promovendo o transporte de proteinas especificas situadas no citoplasma para o nucleo,
onde ocorre a fosforilagdo de nucleoproteinas, assim fosforilando proteinas alvo, como
receptor de estrégeno alfa (ERa) ou TRB1(57).

Estudos envolvendo o perfil genomico completo de seres humanos e banco de
dados do genoma humano, tém reportado desregulagdes (aumento ou diminui¢do) em
microRNAs (miRNAs) envolvidos no CM, como let-7a, miR-200a e miR-335(60-65).

Os miRNAs sdo uma classe de pequenas moléculas ndo codificadoras de proteinas
que regulam a expressdo génica durante a etapa de tradugéo. Esta regulagdo ¢ feita por

meio do pareamento de bases com o0 mRNA alvo, resultando na supressdo da traducdo
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ou na clivagem do mRNA(66,67), podendo participar como reguladores de processos
biologicos como proliferagdo, diferenciacdo, apoptose celular e associando uma nova
possibilidade de interferéncia de acdo dos HT nesse nivel(66).

Estudos mostram a expressdo de miRNAs em tecidos tumorais em relagdo aos
seus respectivos tecidos normais, de forma que os miRNAs se tornem marcadores para
diagndstico de tumores(68). No CM, a desregulagdo na expressdo de miRNAs tém sido
detectadas em casos metastaticos e de pior prognostico, sugerindo fungdes importantes
na oncogénese mamaria e na progressao do cancer(62,69,70). Em estudo com linhagens
tumorais, miRNAs foram descritos como relacionados a agressividade do CM e a
sensibilidade de linhagens tumorais mamarias humanas(71).

Considerando a importancia dos miRNAs como reguladores pds-transcricionais
da expressdo génica e o seu envolvimento em varias doengas, incluindo o cancer(66),
ainda s@o poucos dados na literatura sobre a regulagdo da expressdo de miRNAs
especificos por HT. Contudos estudos mostram expressdo alterada de alguns miRNAs
no CM, como let-7a, miR-200 e miR-335(72—74).

Neste estudo avaliamos a linhagem de células eternizadas de CM MCF7, essa
célula vem sendo utilizada desde a década de 1980, como modelo de estudo para
tumores de mama que expressam receptor de estrégeno alfa (ERa) (principal ER
expresso nessa célula) e f e também TRa e B(75-78). Essas células foram isoladas em
1970 de uma mulher caucasiana de 69 anos de idade, que passou por duas mastectomias
onde a primeira o tecido removido possuia alteracdes de carater benigno, porém, cinco
anos mais tarde durante sua segunda cirurgia, um adenocarcinoma foi encontrado(79).
Durante a remocgéo dos nddulos da parede peitoral, uma efusdo pleural foi descoberta, a
partir da qual a linhagem MCF7 foi derivada. Esta linhagem celular possui diversas

caracteristicas de um epitélio mamario diferenciado, incluindo a habilidade de processar
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o estradiol por meio de receptores de estrogénio citoplasmaticos (ER) e capacidade de
formacao de nddulos(79).

Visto que o T3 est4 associado a proliferacdo celular e que exerce agdo sobre os
genes HIFIA e TGFA, o objetivo desse estudo foi verificar se o T3 ativa as vias
MAPK/ERK e integrina avf3 para modular a expressdo de HIFIA e TGFA, além de
avaliar a capacidade do T3 na manutencdo da estabilididade do mRNA desses genes
apos a inibi¢do da transcri¢cdo, em células MCF7. Em paralelo avaliamos se os miRNAs
relacionados ao CM, let-7a-5p, miR-200a-3p e miR-335-5p sdo diferencialmente

modulados pelo T3.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Verificar o envolvimento do T3 no controle pds-transcricional da expressdo de
mRNA HIFIA e TGFA e avaliar se os miRNAs envolvidos no CM, let-7a-5p, miR-
200a-3p e miR-335-5p, s@o modulados por esse hormonio em células de

adenocarcinoma de mama MCF7.

Objetivos especificos

e Analisar a acdo do T3 na expressdo génica de HIF1A e TGFA em células MCF7.

e Analisar se a acdo do T3 sobre os niveis de expressdo génica de HIFIA e TGFA
depende da via MAPK/ERK, por meio da administragdo do inibidor PD98059.

e Analisar se a acdo do T3 sobre os niveis de expressdo génica de HIFIA e TGFA
depende da via integrina avp3, por meio da administragdo do Peptideo RGD, o qual

se liga ao sitio da integrina avfB3, impedindo a ligacdo do T3 ao mesmo.
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e Analisar a acdo do T3 na expressdo génica de HIFIA e TGFA apos a inibi¢do da
transcrigdo em células MCF7, por meio da administracdo do inibidor especifico da
RNA polimerase II (a-amanitina).

e Analisar a influéncia do T3 na expressdo dos miRNAs envolvidos no CM, let-7a-5p,

miR-200a-3p e miR-335p.
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Resumo

O cancer de mama (CM) ¢ o primeiro em taxa de mortalidade em mulheres no
mundo e o segundo mais frequente entre as mulheres no Brasil. Os fatores de risco estao
relacionados com a idade, fatores ambientais, comportamentais, genéticos/hereditarios,
historia reprodutiva e hormonal, bem como os hormonios tireoidianos (HT) que tém
sido propostos por influenciar o desenvolvimento de CM. A superexpressdo do fator
induzido por hipoxia 1 subunidade alfa (HIF1A) e o fator transformador de crescimento
alfa (TGFA) esta positivamente relacionada com a agressividade do tumor e com a
progressdo maligna em neoplasias humanas, porém nao foi avaliada a participacdo do
horménio triiodotironina (T3) na expressdo desses genes em vias extranucleares
MAPK/ERK e integrina avp3. No CM, a desregulacdo na expressao de microRNAs
(miRNA) tém sido detectada em casos metastaticos e de pior prognoéstico, sugerindo
fungdes importantes na oncogénese mamaria € na progressao do cancer. Nosso objetivo
foi verificar o envolvimento do T3 no controle pos-transcricional da expressdo de
mRNA HIF1A4 e TGFA e avaliar se 0 miRNA let-7a-5p ¢ modulado por esse hormonio
em células de adenocarcinoma de mama MCF7. A linhagem celular de adenocarcinoma
de mama MCF7 foi submetida ao tratamento com T3 na dose suprafisiologica (10°M)
por 1 hora, na presenca ou auséncia de drogas especificas para o bloqueio de vias de
sinalizagdo intracelulares para abordagem de agdes extranucleares dos HT, como
PD98059 (inibidor da MAPK/ERK), Peptideo RGD (que se liga a integrina av3) e a-
amanitina (inibidor especifico da RNA polimerase II), com posterior analise de
expressdo génica de HIFIA e TGFA, assim como, o miRNA let-7a-5p por meio da
técnica de RT-qPCR. Os resultados demonstram que a ativagao das vias MAPK/ERK e
integrina avP3 pelo T3 sdo necessarias para modular a expressao de mRNA de HIFIA e
TGFA e a inibigao da transcrigdo génica demonstra que o T3 ndo mantém a estabilidade
pos-transcricional dos mRNAs estudados em células MCF7. O T3 exerceu efeito
supressor na expressdo do miRNA let-7a-5p, podendo estar correlacionado com pior

progressdo tumoral.

Palavras-chave: Hormonio tireoidiano, Adenocarcinoma de mama, HIFIA, TGFA e

miRNA.
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1. Introducao

O cancer de mama (CM) ¢ causado pela proliferacdo anormal e descontrolada de
células que sofreram uma ou mais mutagdes que tem a capacidade de se espalhar pelo
organismo podendo resultar em tumor maligno(1).

A superexpressao de alguns genes como o fator indutor de hipdxia 1 subunidade
alfa (HIFIA) e fator transformador de crescimento alfa (7TGFA) estd positivamente
relacionada com a agressividade do tumor e com a progressdo maligna em neoplasias
humanas(2—4).

Em trabalho prévio demonstramos que o tratamento com o hormodnio
triiodotironina (T3) na dose suprafisiologica (10™M), em células de adenocarcinoma de
mama MCF7, promove aumento da expressio de mRNA de HIFIA e TGFA,
demonstrando a relacdo desse hormoénio no crescimento tumoral mamario(5).

O gene HIFIA ¢ superexpresso em vdarios tumores humanos (célon, mama,
estomago, pulmdo, pele, ovario, prostata, renal e carcinomas pancreaticos) quando
comparado com tecidos normais, sendo também mais expresso em lesdes pré-malignas
do que em lesdes benignas(6). Esses resultados enfatizam que HIFIA desempenha um
papel importante no crescimento do tumor e na progressdo a metastase(7). A
superexpressdo de HIFIA no CM humano apresenta importancia funcional e
provavelmente progndstica, estando relacionados a carcinogénese mamaria e
modificacdes moleculares decorrentes do processo de vascularizacdo tumoral(8),
sugerindo seu potencial como biomarcador de lesdes pré-cancerosas(6) o que o torna
um alvo promissor para o tratamento preventivo(9,10).

O principal efeito do gene TGFA ¢ o estimulo da proliferacdo celular(11), sua
expressio foi detectada durante diferentes estagios de desenvolvimento mamario(12). E

secretado por varios tipos de células e estimula sua proliferagdo, diferenciagdo e
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desenvolvimento(13). Tém sido descrito como fator produzido por células tumorais(14)e
sua superexpressao pode ocorrer durante a progressao maligna(4).

Estudos mostram a expressdo de miRNAs em tecidos tumorais em relagdo aos seus
respectivos tecidos normais, de forma que os miRNAs se tornem marcadores para
diagnodstico de tumores(15). Em estudos com linhagens tumorais, o miRNA let-7a foi
descrito como relacionado a agressividade do CM(16-18).

As agoes dos hormonios tireoidianos (HT) podem ser iniciadas no nucleo por
meio dos receptores do HT (TRs), como homodimeros aos elementos responsivos aos
horménios tireoidianos (TRE)(19) ou por meio de mecanismos denominados
extranucleares por terem sitio de iniciacdo na membrana plasmatica, citoplasma ou nas
mitocondrias das células(20). Sobre as acdes extranucleares dos HT, seus locais de
iniciacdo podem estar na membrana plasmatica, como na ativagdo da integrina avf3,
que ativa a ERK1/2. Ao ocorrer a interecdo com essa proteina, a via MAPK pode ser
ativada que medeia os efeitos extranucleares do T3 sobre a angiogénese(21).

Sendo assim, visto que o T3 esta associado a proliferacdo celular e que exerce agao
sobre os genes HIF 1A e TGFA, o objetivo desse estudo foi verificar se o T3 ativa as vias
MAPK/ERK e integrina avfB3 para modular a expressdo de HIFIA e TGFA, além de
avaliar a capacidade do T3 na manutencao da estabilididade do mRNA desses genes apos
a inibicdo da transcri¢do, em células MCF7. Em paralelo avaliamos se 0 miRNA let-7a-

5p ¢ modulado pelo T3.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes

RPMLI, soro fetal bovino (FBS) e solucao de antibidtico-100X foram adquiridos da
Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA). PD98059 (PD); Peptidio (RGD), alfa-amanitina
(a-amanitina), triiodotironina (T3), dimetilsulfoxido (DMSO), hidroxido de sédio

(NaOH) e Charcoal Stripped FBS (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA).

2.2 Cultura de células

Projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de Botucatu Faculdade de
Medicina, protocolo 3367-2009-D.

A linhagem celular MCF7 (células imortalizadas de CM) foi obtida inicialmente a
partir de uma cultura primaria de células de CM originarias de uma efusdo pleural de
paciente do sexo feminino com metéstase(22), estas células expressam ERa e 3, bem
como TRa e B(23-26). A linhagem celular de carcinoma mamério humano MCF7 foi
adquirida no banco de células da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) —
UNESP, Botucatu. Os experimentos foram realizados em triplicata. Células MCF7
foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 1,2g/L. de NaHCO3, Hepes
10nM, pH 7,4 e 10% de FBS. As células foram mantidas a 37°C em 5% de CO2. A
troca de meio foi realizada a cada dois dias. Antes de iniciar o tratamento hormonal e
com os inibidores, o meio de cultura foi substituido por meio isento de fenol e 10% de
Charcoal Stripped FBS, para eliminar todas as fontes hormonais existentes no meio.
Apbs a incubagio, as células foram tratadas com T3 na dose suprafisiologica 10°M
durante 1h, associado ou ndo aos inibidores, PD (5uM; grupo T3+PD); RGD
(100pg/ml; grupo T3+RGD) e a-amanitina (50ug/ml; grupo T3+a-amanitina). O grupo

ndo tratado recebeu apenas 0,1 % de NaOH (diluente de T3) e foi utilizado como
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controle (C). O RGD e a-amanitina foram adicionados ao meio 1h antes do tratamento

com T3.

2.3 Expressdo génica

O RNA total foi extraido utilizando o kit mirVana™ miRNA Isolation Kit (Life
Tech, EUA), seguindo-se a recomendacdo do fabricante. A transcricdo reversa dos
mRNAs obtidos da cultura celular foi realizada utilizando o kit High Capacity RNA-to-
cDNA Master Mix (Life Technologies, EUA), seguindo as orientagcdes do fabricante.
Para a reag¢do foram utilizados 4pLL de Master Mix para a transcri¢do reversa ao qual foi
adicionado 1ug de RNA e o volume final ajustado para 20ul. com agua livre de
nucleases. A mistura foi incubada nas seguintes condi¢des: 25°C por 5 min., 42°C por
30 min, seguido da inativagdo da transcriptase reversa a 85°C por 5 min. Para geragdo
do cDNA de miRNA foi usado o kit Tagman microRNA Reverse Trancription (Applied
Biosystems, EUA), seguindo as orientacdes do fabricante. Foram utilizados 10ng de
RNA total e stem-loop primers especificos para sintese de cada cDNA, para posterior
analise por qPCR. As amostras foram feitas nas seguintes condi¢des: 16°C por 30 min,
42°C por 30 min, seguido da inativagdo da transcriptase reversa a 85°C por 5 min. Cada
amostra de cDNA (miRNA e mRNA) foi analisada com ensaios TagMan (Life
Technologies, EUA), contendo primers especificos para os mRNAs ¢ miRNAs alvos.
Para cada reacdo, foram utilizados 10uL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Life
Technologies, EUA), 4uL. do produto da reacdo de transcri¢do reversa e o volume final
ajustado para 20puL com 4gua livre de nucleases. As amostras foram normalizadas pelo
controle interno GAPDH, para mRNA e o snRNA U6, para miRNA, e a quantificagdo

da expressao foi realizada pelo método 2247,
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2.4 Analise estatistica
Os dados expressos em média + desvio-padrao foram submetidos a ANOVA
complementado com o teste de Tukey para a expressdo de mRNA e teste t de Student

para o miRNA. O nivel de significancia considerado foi 5%.

3. Resultados

3.1 PCR quantitativa em Tempo Real

Tratamentos com inibidores PD98059, RGD e a-amanitina ndo teve efeito na

expressao de mRNA de HIFIA e TGFA em células MCF7 (Fig. 1A e 1B).
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Figura 1. Tratamento com os inibidores PD98059, RGD e a-Amanitina comparados ao grupo controle
(C) sobre a expressdo de mRNA de HIFIA e TGFA em células MCF7. C, Controle = auséncia de
tratamento; PD, PD98059; RGD, Peptideo RGD; o-amanitina, inibidor a-amanitina. Os tratamentos
foram realizados no tempo de 1 hora. Dados expressos em média + desvio-padrio, ANOVA

complementada com o teste de Tukey; n = 3 em cada tratamento. *p<0.05.
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3.1.1. Inibicdo da via MAPK/ERK diminui acdo do T3 na expressio de mRNA de

HIF1A e TGFA em células MCF7.

Para determinar se o tratamento com T3 tem efeito sobre a expressao de mRNA
de HIF1A4 e TGFA pela via MAPK/ERK, utilizamos o inibidor PD98059. Apo6s inibir a
via MAPK/ERK ocorreu a diminui¢do da acdo do T3 na expressdao desses genes,

comprovando o envolvimento desta via para a acao do T3 (Fig. 2A e 2B).
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Figura 2. Efeito do T3 associado ao inibidor PD98059 sobre a expressdo de mRNA de HIFIA e TGFA
em células MCF7. C, Controle = auséncia de tratamento; T3, triiodotironina; PD, PD98059; T3+PD,
triiodotironina associada ao PD98059. Os tratamentos foram realizados no tempo de 1 hora. Dados
expressos em média + desvio-padrao, ANOVA complementada com o teste de Tukey; n = 3 em cada

tratamento. *p<0.05.

3.1.2. Ativacio da via integrina avp3 pelo T3 é necessaria para a modulacio dos

genes HIF1A e TGFA em células MCF7.

Para determinar se o T3 depende da ativacdo da via integrina para a regulagao da
expressdo dos genes HIFIA e TGFA, utilizamos o peptideo RGD em células MCF7.

Observamos a diminuic¢do da a¢do do T3 na expressdo desses genes (Fig 3A e 3B).
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Figura 3. Efeito do T3 associado ao Peptideo RGD sobre a expressio de mRNA de HIFIA e TGFA
em células MCF7. C, Controle = auséncia de tratamento; T3, triiodotironina; RGD, Peptideo RGD;
T3+RGD, triiodotironina associada ao Peptideo RGD. Os tratamentos foram realizados no tempo de 1
hora. Dados expressos em média + desvio-padrdo, ANOVA complementada com o teste de Tukey; n =3

em cada tratamento. *p<0.05.

3.1.3. Inibicao da transcricdo génica bloqueia o efeito do T3 em HIFIA e diminui

sua acio em 7GFA em células MCF7.

Para analisar o efeito do T3 na expressdo de mRNA de HIFIA e TGFA, quando a
via polimerase II esta inibida, utilizamos o inibidor a-amanitina. O T3 ndo estimulou a
expressdo de HIFIA apos a inibi¢do da transcri¢gdo génica, ocorrendo o bloqueio total
desse gene e manteve a estabilidade do mRNA ja existente para modular a expressdo de

TGFA, pois ndo ha supressao total, mesmo sem a transcricdo (Fig 4A e 4B).
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Figura 4. Efeito do T3 associado ao inibidor a-amanitina sobre a expressio de mRNA de HIFIA e
TGFA em células MCF7. C, Controle = auséncia de tratamento; T3, triiodotironina; a-amanitina,
inibidor a-amanitina; T3+a-amanitina, triiodotironina associada ao inibidor a-amanitina. Os tratamentos
foram realizados no tempo de 1 hora. Dados expressos em média + desvio-padrio, ANOVA

complementada com o teste de Tukey; n = 3 em cada tratamento. *p<0.05.

3.2 Tratamento com T3 diminui a expressio do miRNA let-7a-5p em células

MCF7.

A expressao do miRNA let-7a-5p diminui no tratamento com T3, demonstrando

efeito supressor na expressao desse miRNA.
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Figura 5. Influéncia do T3 na expressio do miRNA let-7a-5p em células MCF7. C, Controle =
auséncia de tratamento; T3, triiodotironina. Os tratamentos foram realizados no tempo de 1 hora. Dados

expressos em média + desvio-padrao, teste t de Student; n = 3 em cada tratamento. *p<0.05.
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4. Discussao e conclusao

Para verificar a agcdo extranuclear do T3, inibimos as vias MAPK/ERK, integrina
avpB3 e a transcrigdo génica com o objetivo de analisar seu efeito na expressao de
mRNA de HIFIA e TGFA, em células MCF7. Demonstramos que esse hormonio ativa
as vias MAPK/ERK e integrina avB3 para modular a expressao dos genes estudados,
além de avaliar sua capacidade na manutengdo da estabilididade do mRNA apos a
inibicdo da transcri¢do. Analisando a expressdao de let-7a-5p, observamos que o T3
exerceu efeito supressor na expressdao desse miRNA, podendo estar correlacionado com
progressao tumoral nessa linhagem celular.

Estudos anteriores indicam que HIF1A4 ¢ superexpresso em varios tipos de cancer
principalmente o CM(28-30). Altos niveis de expressao de HIFIA no CM estdo
relacionados a modificagcdes moleculares decorrentes do processo de vascularizagao
tumoral(14).

A literatura relata que as citocinas interleucina-17A (IL-17A) e TGFA estao
envolvidas na iniciagdo e progressao de doengas mamadrias(13,31,32). Em estudo
recente, os niveis séricos de TGFA em pacientes com carcinoma ductal foram
significativamente maior em relagao a individuos saudaveis, sugerindo que o TGFA
pode promover o desenvolvimento de tumores e estar associado a um estagio clinico
mais grave de carcinoma. Assim, essa citocina pode ser desenvolvida como
biomarcadores diagnésticos e prognosticos do cancer(33).

De acordo com os resultados obtidos em estudo anterior, onde demonstramos que
o T3 age via extranuclear(5), justifica-se analisar a a¢do rapida desse hormonio que
incluem as vias MAPK/ERK, integrina avf3 e a transcri¢do gé€nica, na expressao dos

genes HIFIA e TGFA em linhagem celular MCF7.
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A via de sinalizagdo MAPK desempenha um papel fundamental na proliferacao
celular e sua atividade ¢ regulada por diversos sinais extracelulares(113). A analise
da expressao de MAPK revelou sua superexpressao em tumores primarios de mama
humanos e em células metastaticas dentro de linfonodos envolvidos em pacientes
com cancer de mama(114). Apos inibir a via MAPK/ERK observamos a diminui¢io da
acdo do T3 na expressdo génica de HIF /A e TGFA, comprovando o envolvimento desta
via para a agao do T3.

Quando a via integrina foi inibida, o efeito do T3 foi reduzido em ambos os genes
estudados, o que corrobora com as pesquisas feitas por grupos que demonstraram a
importancia dos HT na modulagdo de canais de Na'/ H' na ativagdo de proteinas cinases
via integrina avB3(34,35).

A regulagdo da estabilidade do mRNA ¢ considerada como sendo um importante
ponto de controle da expressdo do gene(36). Notamos que a transcricdo génica ¢
fundamental para a acdo do T3 na ativacdo de HIFIA e TGFA, visto que, quando a via
polimerase II esta inibida o T3 em associa¢do ao inibidor a-amanitina nao foi capaz de
estimular a expressdo de HIF /A e diminuiu a expressdo de 7GFA em relacdo a agdo
isolada do HT. Estudo realizado pelo nosso grupo evidenciou uma importante
diminuic¢do na expressdo génica de HIF1A e TGFA ap6s inibicdo da transcricdo génica
com uso de Actinomicina D (ACTD) associado ao T3(5), corroborando com nosso atual
estudo onde a inibi¢do da transcricdo génica, por meio do uso de o-amanitina,
demonstra que o T3 ndo mantém a estabilidade pos-transcricional de HIFIA
evidenciando que a inibi¢do da transcri¢do génica é capaz de bloquear a agdo do T3 para
esse gene e manteve a estabilidade do mRNA ja existente para modular a expressdo de

TGFA, pois ndo ha supressao total, mesmo sem a transcri¢ao.
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Estudos envolvendo o perfil gendmico completo de seres humanos e banco de
dados do genoma humano, tém reportado desregulagdes (aumento ou diminui¢do) em
microRNAs (miRNAs) envolvidos na piora progndstica do CM(17,37,38), visto que, tais
alteracdes podem afetar o ciclo celular e programagdo da diferenciacdo celular(39)
podendo ser regulados por oncogenes ou supressores tumorais(40).

No CM, a desregulagdo na expressao de miRNAs demonstram perfis caracteristicos
da doenga e tém sido detectadas em casos metastaticos e de pior prognostico, sugerindo
funcdes importantes na oncogénese mamaria e na progressao do cancer(17,41,42).

Analisando a expressdo dos miRNAs miR-200a e miR-335, podemos concluir que
o tratamento com T3 ndo interfere na expressao desses miRNAs na linhagem celular de
adenocarcinoma de mama MCF7 (resultados em anexo).

Avaliamos que a célula MCF7 expressa niveis elevados de let -7a-5p. Estudos
verificaram que a familia miR-let-7 pode favorecer a ocorréncia de apoptose na linhagem
MCEF7 pela inibigdo da expressao do receptor ERa(43). Nosso resultado demonstra que o
T3 exerceu efeito supressor na expressao de let-7a-5p, podendo estar correlacionado com
pior progressao tumoral, visto que altas expressdes de let-7 podem prevenir a progressao,
como relatado por autores que propuseram possivel efeito positivo em relacdo a
superexpressdo de let-7a em tipos de tumores humanos, incluindo mama(17,43)
sugerindo o envolvimento do miRNA let-7 como um gene supressor tumoral.

Portanto, visto a importancia de trabalhos que demonstrem o mecanismo pelo qual
os HT podem alterar a expressdo de genes ligados a proliferagdo do CM ou de outros
tipos de cancer, nosso estudo confirma que o T3 age via extranuclear para a expressao
de HIF1A e TGFA possuindo papel relevante sobre células de adenocarcima de mama
MCF7, contribuindo com possibilidades terapéuticas que facilitem o tratamento dessa

doenga.
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Anexo 1. Protocolo Comité de Etica

Universidade Estadusl Paulista
I.II'EEI}‘% Faculdade de Medicina de Botucatu

Dsirite Aubilo Jenior, &in* - Bohecay — 5P,

Prof® Dr® Célia Regina Mogueira
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina de Botucaty

Prezada Dra Célia,

Informe que o Projeto de Pesquisa (Protocole CEP 3367-2009) “Efeito ndo
gendmico de tratamento com T3 & EZ na expressiio génica de
Anphiregulin em células fumorais de mama®, cujo titulo foi alterado para:
‘Actio do hormbnio friiodotironing {T:) altéra a expressio génica do
ancogene  Amphiregulin (ARES) em  célulaz - tumoraiz - de. aderocarcingma
de mama” conduzidoe por Maria Terera de Sibio, orientada Flﬂ Prof® Dr®
Célia Regina Mogueira & Co-orientada pelo Prof. Dr. Sandro José Conde,
aprovade por este colegiodo em 09/11/2009 conta com os “sub-projetas”
abaixg & saber:

Sub-Projeto I: (Protocolo CEF 33467 -2009-A) “Efeito sl genmice do
tratamento com T3 & EZ na expressio génica & protéica de Anphiregulin
em células tumoraiz de mama™ que foi l:h'}u:'l'{:n de Pas Doutorads do Prof.
Dr. Sandro José Conde.

Sub-Projeto II: (Protocolo CEF 3367-2009-B) “Agles extra-nucleares
de Triiodotironina ¢ Estradiol em linhogem celulor de adenocarcinoma
l'l-ﬂ'nﬁ‘in-", ] q.lﬂ Téve el titule alterado para: "Argo extro-nuclear do
hormanis :l ] ma expressio Q-Er'.icu de HIF=-1 o em linhagem celular de
adenccarcinoma mamdrio” que foi objeto de Mestrads de Fermanda
Cristina Fontes Moreto, orientada pela Prof® Dr® Célia Regina Nogueira e
Co-orientada pelo Prof. Dr. Sandro José Conde.,
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Sub-Projeto III: (Frotocaols CEP 3347 -2009-C) “Mecanismo de ﬂﬁh da
esirégens no gene amphiregulin em células MCFT & MDA-MB-231 via
PI3k", que serd objeto de Doutorodo de Aline Carbonera Luvizon,
orientada pela Prof® Dr® Denise Féchio, Co- onentada pela Prof® Dr*

Célia Regina Mogueira.
Em OF de Maoio de 2015 avtorizames a incluséo de

Sub-Projeto VI (Protoecale CEF 3367 2009 -10) 'Pur'H:Ipu-:ﬁu-duﬁ na
controle pés-transcricional da expressdo de HIF-la & T6Fa em linhagem
celular de odemccarcinoma de mama e avaliagie do enwolvimento de
potenciais miRMAS®, a ser conduzido per Fernanda Cristing  Fonfes
Moretto, orientada pela Prof® Dr® Célia Regina Mogueira, com objetive de
Tese de Doutorado. O projeto prevé realizagdio RT-PCR em que ocorre o
aproveitamento do cDMA e Western Blot, porém serlio utilizodes as
mesmas amostras ndo corrende olterogto ou pecessidade de amestras
adicionais, apenas aproveitando o material armazenado.

Atenciosamente,

Pref® nﬂ‘t‘sﬁu[:ﬂ&ﬁam Lima

Coordenadara do CEP.
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Anexo 2. Tratamentos das células com hormonio e inibidores

Antes de iniciar o tratamento, o meio de cultura foi substituido por meio isento de

fenol e 10% de Charcoal Stripped FBS, para eliminar todas as fontes hormonais

existentes no meio.

Desenho experimental dos tratamentos em células MCF7.

Soro tratado Inibidor T3 Extragdo
I 24h I 1h I 1h I
| | |

Figura 3. Tratamentos das células com hormonios e inibidores.
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Figura 4. Diagrama correspondente ao numero de garrafas necessarias de cada tratamento para a

realizagdo do experimento, ilustrando a divis@o dos grupos de estudo.
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Anexo 3. Cultivo das células MCF7.

O cultivo da linhagem MCF7 ocorreu de maneira satisfatéria, mostrando

capacidade de aderéncia, expansao e viabilidade das células in vitro.

Figura 5. Cultura das células MCF7 observada em microscopio optico.
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Anexo 4. Quantificacdo de RNA

Tabela 1. Quantificacdo de RNA para cultura celular MCF7 (Tratamento PD)

Tratamento Aseo Asgo 260/280 260/230 [ ] RNA
C1 9,89 4,648 2,13 1,94 395,6
C2 10,862 5,085 2,14 1,16 4345
C3 8,817 4,142 2,13 1,91 3527

T31 11,655 5,46 2,13 1,85 466,2
T32 10,361 4,855 2,13 2,09 414,5
T33 10,034 4,696 2,14 1,51 401,3
PD1 9,905 4,649 2,13 0,95 396,2
PD2 11,852 5,547 2,14 1,88 474,1
PD3 10,618 4,966 2,14 2,02 4247
T3+PD 1 11,655 5,451 2,14 1,26 466,2
T3+ PD2 9,859 4,593 2,15 2,04 394,4
T3+PD3 12,003 5,601 2,14 1,77 480,1

Tabela 2. Quantificacdo de RNA para cultura celular MCF7 (Tratamento RGD)

Tratamento Ajeo Asgo 260/280 260/230 [ ] RNA
C1 5,475 2,591 2,11 0,97 219
C2 3,488 1,645 2,12 1,74 139,5
C3 6,074 2,847 2,13 1,83 243
T31 2,925 1,405 2,08 1,07 117
T3 2 3,274 1,554 2,11 1,1 131
T33 4,167 1,962 2,12 1,58 166,7
RGD 1 4,373 2,086 2,1 1,23 174,9
RGD 2 4,287 2,035 2,11 1,07 171,5
RGD 3 3,6 1,709 2,11 1,8 144
T3+RGD 1 3,709 1,758 2,11 1,29 1483
T3+RGD 2 4,112 1,957 2,1 1,48 164,5
T3+RGD 3 3,203 1,558 2,06 0,44 128,1
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Tabela 3. Quantificacdo de RNA para cultura celular MCF7 (Tratamento o-amanitina)

Tratamento Ao Asgo 260/280 260/230 [ ] RNA
C1 17,87 8,413 2,12 0,99 715
C2 14,74 6,968 2,12 1,28 589,7
C3 17,23 8,039 2,14 1,02 689,4
T31 15,66 7,249 2,16 1,22 626,5
T32 17,09 8,002 2,14 0,95 683,8
T33 15,91 7,507 2,12 1,28 636,5
o — Amanitina 1 15,13 7,127 2,12 1,82 605,5
o — Amanitina 2 14,31 6,757 2,12 1,63 572.,8
o — Amanitina 3 16,36 7,716 2,12 1,91 654,6
T3+a 1 16,84 7,875 2,14 1,49 673,8
T3+a 2 15,66 7,386 2,12 2,03 626,5
T340 3 14,48 6,739 2,15 1,58 579,4
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Anexo 5. Influéncia do T3 na expressdo de miR-200a-3p e miR-335-5p em células

MCF7.

Analisando a expressdao dos miRNAs, podemos concluir que o tratamento com T3
ndo interfere na expressdo dos miR-200a (A) e miR-335 (B) na linhagem celular de

adenocarcinoma de mama (MCF7).
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Figura 6. Influéncia do T3 na expressio dos miRNAs 200a-3p e 335-5p em células MCF7. C,
Controle = auséncia de tratamento; T3, triiodotironina. Os tratamentos foram realizados no tempo de 1

hora. Dados expressos em média = desvio-padrao, teste t de Student; n = 3 em cada tratamento. *p<0.05.
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