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Resumo

Na literatura ¢ demonstrado que altos niveis de expressdo de HIF-1la no CM
humano estdo relacionados a carcinogénese mamaria e modificagcdes moleculares decorrentes
do processo de vascularizacdo tumoral. Em trabalhos prévios do nosso grupo, demonstramos
que a expressdo de TGFa encontra-se aumentada nos tratamentos com T3, no entanto essa
expressdo ndo ocorre em modelos celulares que ndo apresentem o receptor de estrogeno ou
quando as células sdo concomitantemente tratadas com antiestrogénio Tamoxifen. O objetivo
do presente estudo € determinar a agdo do hormonio Tj via extra-nuclear para a expressao dos
genes HIF-1a e TGFa em linhagem celular de adenocarcinoma de mama MCF-7. A linhagem
celular foi submetida ao tratamento com 10°M de T3 nos tempos de 10°, 30°, 1h e 4h, na
presenca ou auséncia dos inibidores Fulvestrant - inibidor de ER, Actinomicina D - inibidor
da expressdo génica, Ciclohexamida - inibidor da sintese protéica, e LY294002 - inibidor da
via PI3K. O mRNA de HIF-1a e TGFa foi analisado pela técnica de RT-PCR. Para a anélise
dos dados foi utilizado ANOVA complementado com teste de Tukey e adotado significancia
minima de 5%. O presente trabalho confirma que a expressao génica de HIF-1a e TGFa estio
aumentadas na presenca T3 nas células MCF-7 e em todos os tempos estudados. Ocorreu uma
diminuicdo na expressdo gé€nica de HIF-la quando Tz estd associado ao inibidor da
transcricao génica, no entanto para o gene TGFa a expressdo génica foi diminuida no tempo
de 10’, porém, o contrario foi observado a partir de 30’ onde ndo houve diferenca estatistica
com a inibi¢do da transcricdo génica. Além disso, podemos sugerir que a acdo de T sobre a
expressao desses genes ocorre de forma indireta. A ativagao da via PI3K pelo T é necessaria

para a modulagao desses genes na linhagem estudada.

Palavras-chave: Hormoénio Tireoidiano, Cancer de mama, HIF-1a, TGFa e PI3K.



Abstract

In the literature it has been demonstrated that high levels of expression of HIF-1a
in human BC are related to mammary carcinogenesis and molecular changes resulting from
the tumor vascularization process. In previous work from our group, we showed that the
TGFa expression is increased upon treatments with T3, but this increase does not occur in
cellular models devoid of the estrogen receptor or when the cells are concomitantly treated
with the antiestrogen compound Tamoxifen. The objective of this study is to determine the
extranuclear action of T; hormone on HIF-la and TGFa expression in MCF7 breast
adenocarcinoma cell line. The cells were subjected to treatment with 10°M T; for 10', 30", 1h
and 4h in the presence or absence of inhibitors Fulvestrant- ER inhibitor-, Actinomycin D -
gene expression inhibitor -, cyclohexamide - protein synthesis inhibitor-, and LY294002 -
PI3K inhibitor. The HIF-1a and TGFa mRNA expressions were analyzed by RT-PCR. For
data analysis we used ANOVA complemented with Tukey test and adopted minimum 5%
significance. The present study confirms that the gene expressions of HIF-1a and TGFa are
increased in the presence of T3 in MCF-7 cells at all times studied. T represses HIF-1a at all
time points assessed after inhibition of transcription, though for TGFa this effect was
observed only at 10°, after what no significant difference in its expression was detected, with
inhibition of transcription. Furthermore, we suggest that the action of T3 on the expression of
these genes occurs indirectly and occurs through activation of PI3K pathway, in the cell line

studied.

Keywords: Thyroid hormone, breast cancer, HIF-1a, TGFa and PI3K.
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1. INTRODUCAO

Apesar do expressivo avanco no diagndstico e tratamento, o cancer de mama
(CM) ainda representa um desafio importante e permanente para os responsaveis em saude

(1), onde cerca

publica. As estatisticas de CM indicam um aumento alarmante nos ultimos anos
de 1,38 milhdes de mulheres sdo diagnosticadas com cancer de mama e 458,503 mil morrem
da doenca a cada ano®. No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para
os anos de 2014 e 2015, é de aproximadamente 57.120, casos novos de cancer de mama em
mulheres®. O crescimento e o desenvolvimento de muitos cAnceres humanos, incluindo o
CM, sdo conhecidos por serem influenciados por hormonios esteréides™”. A responsividade
anormal das células, especialmente ao hormdnio estrogénio (E;) tem sido uma das principais
causas de desenvolvimento e progressdo do carcinoma mamario®”.

Os hormonios tireoidianos (HT) tém sido propostos por influenciar o
desenvolvimento de CM®. A Triiodotironina (T3), em estudos laboratoriais, tem demonstrado
capacidade em aumentar a proliferacdo de células cancerosas na presenca de ER positivo,
induzindo a expressdo de genes normalmente estimulados por E,. Contudo, estudos
epidemiolégicos ainda sdo contraditérios em relagio a sua influéncia no CM®'. O
envolvimento dos HT no desenvolvimento e diferenciacdo do tecido mamario normal é bem

(15-17)

estabelecido , enquanto estudos epidemioldgicos e experimentais, que t€ém associado

. . . . - .o~ (11-
patologias da tireoide com um risco aumentado de CM, sdo controversos nessa condi¢io’

(23-25)

13,18-23 . . ~ . ( ~ . . .
31823 O T; estimula a proliferacdo de uma variedade de células nao malignas , incluindo

c 26 g1 (27
células de mama®® e da tire6ide”””.

Considerando-se os dados de influéncia do HT em carcinomas mamadrio,
somando-se trabalhos do nosso grupo observamos uma maior freqiiéncia de hipertireoidismo

. A 14,282
em pacientes menopausadas portadoras de cAncer de mama'*** 2,

14



Muitos tumores induzem a transcricdo de uma série de genes relacionados a
angiogénese, entre eles o fator indutor de hipoxia (HIF-1) e o fator de crescimento
transformante subunidade alfa (TGFa). O HIF-1 induz a traducdo de genes relacionados a

angiogénese, favorecendo esta via de carcinogénese””. Sabe-se ainda que a producdo de

FGD

TGFa é em parte controlada por HI , encontrando-se constitucionalmente ativa em células

(32)

de carcinoma de células renais, conforme demonstrado por Gunaratnam et al.”~. Nesse

estudo, utilizando a linhagem celular 786-0, demonstrou-se que a ativagdo de HIF esta
estreitamente relacionada ao aumento dos niveis de mRNA para TGFa e ao crescimento
celular soro-independente®”.

Estudos anteriores demonstraram que a superexpressao de HIF-1 e TGFa esta
positivamente relacionada com a agressividade do tumor e com a progressdao maligna em
neoplasias humanas®*>”.

O HIF-1 € um fator heterodimero (fator de transcri¢do nuclear) que regula a
transcri¢do dos elementos responsivos a hipéxia (HRE). Quando falta oxigénio nos tecidos, o
HIF-1 medeia a sobrevivéncia celular através da ativagdo transcricional de genes que

(36-39)

auxiliam manutencdo da homeostase celular Esse fator é composto por duas

subunidades, a alfa (o) e a beta (), ambas membros de uma familia de proteinas (bPHLH). A
subunidade a € a funcional, regulada pelo oxigénio e apresenta 3 tipos diferentes de unidades
(la, 20 e 3(1)(40). J4 a P, € constitutiva, mantida em niveis constantes de expressao,
independente da concentracao de oxigéni0(41’42) .

O fator indutor de hipéxia 1 subunidade alfa (HIF-1la) estd localizado no
cromossomo 14q21-q24 contendo quinze éxons, possui 2.478 pares de base e a proteina

consiste de 826 aminodcidos, com uma massa molecular que varia de 104 kDa a 116 kDa“?.

(45)

A proteina HIF-1lo¢ em normédxia é rapidamente degradada™’, quando em

hipoxia, esta se torna estdvel e se desloca do citoplasma para o ndcleo da célula, onde

15



dimeriza com a subunidade [, formando o complexo ativado HIF-1, que induz a expressao de
genes-alvo“**”). Por esse motivo, a unidade a do HIF-1 funciona como regulador de niveis de
oxigénio™. Uma das funcdes do fator HIF-1 ¢ a inducdo da transcricdo da proteina, fator de

crescimento do endotélio vascular (VEGF)(49’50).

O VEGF, por sua vez, estimula o
recrutamento de células endoteliais para a formagdo de novos capilares que aumentam a
capacidade de transporte do oxigénio para dreas em hipdxia, em um processo denominado
angiogénese®”. Os genes-alvo da acdo do fator HIF-1a sdo particularmente relevantes na
codificagdo de fatores angiogénicos, fatores de proliferacao e de sobrevivéncia celular, além
de transportadores de glicose e de enzimas glicoliticas, aumentando a disponibilidade de
oxigénio®'?.

Um estudo realizado por Zong et al.*?

, mostrou que a proteina HIF-1a ¢
superexpressa em varios tumores humanos (célon, mama, estdmago, pulmao, pele, ovério,
prostata, renal e carcinomas pancredticos) quando comparado com tecidos normais, sendo
também mais pronunciada em lesdes pré-malignas do que em lesdes benignas(sz). Esses
resultados enfatizam que HIF-1a desempenha um papel importante no crescimento do tumor
€ na progressdo a metdstase. Sua atuacdo como um potente ativador da angiogé€nese ocorre
pela estimulacdo da producdo de VEGF e de muitos outros fatores que iniciam a proliferacao
das células endoteliais, invasio e migragﬁo(53). Assim, HIF-1a é uma subunidade induzivel do
fator de transcricio heterodimérico HIF-1 que inicia um papel chave na adaptagdo
patofisioldgica das células do tumor®. A superexpressdao de HIF-1la pode representar um
evento precoce na carcinogénese, sugerindo seu potencial como biomarcador de lesdes pré-
cancerosas””, 0 que o torna um alvo promissor para a terapia anticancer™®". A regulacdo de
genes envolvidos na progressao do tumor, angiogénese e vasodilatacao por HIF-1a sugerem

que a inibicao da ligacdo destes ao DNA pode ter um potencial clinico®?.
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O gene TGFa é um fator de crescimento caracteristico dos mamiferos que podem
ser afetados pela dieta e hormodnios. Ele estd localizado no cromossomo 2p13, compreende 80

quilobases de DNA gendmico e possui seis éxons®”

. Esse peptideo foi descrito pela
primeira vez em 1978, em um meio de cultura de fibroblastos transformados por virus
sarcoma. A adicdo desse meio parcialmente purificado a fibroblastos normais causou o
surgimento reversivel do fenétipo maligno (transformado) e, por isso, foi denominado fator de
crescimento transformante. Descobriu-se posteriormente que essa atividade transformadora
era promovida por duas proteinas distintas, o TGFa e o fator de crescimento transformante
beta (TGFf). Mais tarde, o TGFa foi identificado como uma molécula com atividade
semelhante a do fator de crescimento epidérmico (EGF)(60).

O TGFa ¢é produzido por uma variedade de células, primariamente de origem
ectodérmica, e pode interagir com o receptor do EGF e induzir respostas durante o contato

celular®”

. Sua express@ao ocorre em diversos tecidos desde a embriogénese até a fase
adulta®. Esse fator de crescimento é sintetizado sob a forma de uma molécula precursora
ligada a membrana plasmadtica, na qual estdo presentes: um peptideo sinal, uma sequéncia de
50 aminoécidos relativa a molécula madura, uma regido transmembrana e uma regido
intracelular®”. Tém sido descrito como um fator produzido por células tumorais secretado por
muitos tumores®?, podendo ocorrer sua superexpressdo durante a progressao maligna(35).

Em trabalhos prévios nds demonstramos que a expressdo de TGFa encontra-se
aumentada nos tratamentos com T3 e Ep, no entanto essa expressdo ndo ocorre em modelos
celulares que ndo apresentem o receptor de estrogeno ou quando as células sdo
concomitantemente tratadas com antiestrogénio Tamoxifen®. Em culturas primdrias nao

©) ¢ ainda ndo ha relatos da

observamos o efeito inibitério do Tamoxifen sobre TGFa
expressdo desse gene no tratamento com T3 e ICI, ou sobre qual via ativa a expressdao desse

gene durante esses tratamentos.
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Embora o Ts exerca muitas acdes pela regulacdo gendmica cldssica da transcri¢dao
génica, um ndmero de efeitos do T3 ocorre rapidamente e ndo sdo afetados por inibidores da

transcricdo e da sintese protéica (Figura 1)¢7.

Figura 1. Representacdo esquemdtica de agdo celular classica dos hormdnios tireoidianos.

A via de sinaliza¢do dos HT € complexa e altamente regulada devido a expressdo
de transportadores especificos dos HT, presenca de multiplas isoformas de receptores de HT
(TRs) em células e tecidose também devido as interacdes que ocorrem entre esses
mediadores”"". Além disso, em muitos casos, as vias de sinalizacdo da tireoide estdo
envolvidas em cross-talk com uma variedade de outras vias de sinalizagéo(72’73) .

Sabe-se que os HT podem agir por outros mecanismos além da agdo cldssica TR/

)(74)

elementos responsivos aos HT (TRE)' ™, mecanismos estes que podem ser chamados de acdo

nao cldssica ou ndao-gendmica (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquemdtica de a¢des celulares ndo classicas dos hormonios tireoidianos. 1) A¢des de
HT via integrina avfp3. 2) A¢des de HT via TRAal. 3) A¢des de HT via PI3K. Tj;, triiodotironina; Ty, tiroxina;
TRa, receptor alfa dos HT; TRAal, forma truncada de TRal; PLC, fosfolipase C; PKCa, proteina quinase C;
TRp1, receptor beta dos HT; ERa, receptor alfa do estrégeno; STATSs, transdutor de sinal e ativador de
transcricdo; PI3K, fosfatidil inositol 3 quinase; MAPK, proteinas quinases ativadas por mitégenos; ERK1/2,
quinases reguladas por sinal extracelular; ZAKI-4, gene inibidor de calcineurina; HIF-1a, gene de fator indutor
de hipoxia; GLUT], transportador de glicose 1; NHE, trocador sédio-hidrogénio; Na, sédio; H, hidrogénio; K,
potédssio; ATPase, adenosina trifosfato. Retirado e modificado de Cheng et al., 201077,

Neste tipo de mecanismo, seus locais de iniciagdo podem estar na membrana
plasmatica, como na ativacdo da integrina avfB3, que ativa a ERK1/2 e culmina nas agdes
locais de membrana nos sistemas de transporte de fons, tais como Na'/H", ou em eventos
celulares complexos, tais como a proliferacdo celular, ou no citoplasma. Os HT podem ativar
a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) ou PI3K. Consequéncias da ativacdo de

PI3K por T; incluem transcricdo de genes especificos e inser¢do de Na, K-ATPase da
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membrana plasmatica e da modulagdo da atividade da ATPase. Estudos utilizando linhagens
celulares evidenciaram uma mudanga na expressdo de genes apds tratamento com Tj,
dependente da via PI3K7*7®.

Dentre os genes estimulados pelo tratamento com T; podemos destacar alguns
genes relacionados com o metabolismo energético como HIF-1a, transportador de glicose tipo
1 (GLUT), fosfofrutoquinase (PFKP) e transportador de monocarboxilato (MCT4)""”. Todos
possuem expressao alterada pela via ndo cldssica (extra-nuclear) de acdo do HT pela PI3K,
pois qualquer expressido foi interrompida com o tratamento concomitante de LY294002
(inibidor da via PI3K). No entanto, somente o HIF-la teve sua expressdao estimulada
diretamente pelo T na via PI3K, pois a associagdo de um inibidor da sintese protéica como a
ciclohexamida (CHX) ndo interrompeu a acdo do hormonio. Dessa forma, o CHX mostra-se

como um importante componente para distinguir acdo direta ou indireta do hormdnio

tireoidiano'™® (Figura 3).
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Figura 3: Indugdo de HIF-1a, GLUT1 e PFKP pelo T;: Ativacdo de PI3K no citosol, através da ligagcdo do
horménio tireoidiano ao TRp, aumenta diretamente a expressdo de HIF-1a. Este aumento pode ser prevenido
pela adicdo do inibidor da PI3K (LY294002). Depois de traduzido, HIF-1a liga-se a elementos de resposta a
hipoxia (HRE) e induz a expressao de outros genes como PFKP ou GLUT1. Somente esses ultimos possuem a
influéncia do tratamento com Tj; bloqueada pela adicdo de ciclohexamida (CHX), demonstrando uma acio
indireta do horménio tireoidiano para sua expressio'’”.

Para este estudo selecionamos a linhagem de células eternizadas de cancer de
mama MCF-7. As MCF-7 foram isoladas em 1970 de uma mulher caucasiana de 69 anos de
idade. Na primeira de duas mastectomias, o tecido removido possuia alteracdes de carater
benigno; porém cinco ano mais tarde, durante sua segunda cirurgia, um adenocarcinoma
maligno foi encontrado””. Durante a remocdo dos nédulos da parede peitoral, uma efusio
pleural foi descoberta, a partir da qual a linhagem MCF-7 foi derivada. Esta linhagem celular
possui diversas caracteristicas de um epitélio mamario diferenciado, incluindo a habilidade de
processar o estradiol por meio de receptores de estrogénio citoplasmaticos (ER+) e

(79

capacidade de formagdo de nddulos' ™. Esta linhagem tem morfologia fusiforme e sao

consideradas luminais®”.
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Essa célula vem sendo utilizada, desde a década de 1980, como modelo de estudo
para tumores de mama que expressam ERa (principal ER expresso nessa célula) e f e também
TRa e pO5819),

De acordo com a literatura os dados de influéncia do HT em carcinoma mamaério e
trabalho do nosso grupo que observaram em diferentes genes envolvidos em vias extra-
nucleares, juntamente com o fato de analogos dos hormonios tireoidianos exercerem ativacao
da via PIBK"*%3 o objetivo do presente estudo foi determinar a acdo do horménio Tz na
ativacdo da via PI3K para a expressao dos genes HIF-1la e TGFa em linhagem celular de
adenocarcinoma de mama MCEF-7, nos tempos de 10°, 30’, 1h e 4h de tratamentos,
verificando especificamente se suas acdes mais imediatas (via extra-nuclear) estao

relacionadas com niveis de expressao génica.

2. HIPOTESE

O horménio Tj altera a expressao dos genes HIF-1a e TGFa, por meio da via

extra-nuclear.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo tedrico/cientifico desse projeto foi determinar a agdo do hormodnio T;
na ativacdo da via extra-nuclear para a expressao dos genes HIF-1la e TGFa em linhagem
celular de adenocarcinoma de mama MCF-7, especificamente verificando se suas a¢des mais

imediatas (via extra-nuclear) estdo relacionadas com niveis de expressao génica.
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3.2 Objetivos especificos

» Analisar a acdo do T3 na expressao génica de HIF-1a e TGFa em células MCF-7.

» Verificar se a acdo do T3 nos niveis de HIF-1a e TGFa dependem de ER em células
MCE-7, por meio da administracdo do inibidor do receptor de ER Fulvestrant (ICI).

» Avaliar a acdo do T; na expressio génica de HIF-la e TGFa apds a inibicdo da
transcricao em células MCF-7, por meio da administracdo do inibidor da transcricao
génica, Actinomicina D (ACTD).

» Verificar se acdo do T3 sobre o HIF-1a e TGFa é direta ou indireta em células MCF-7,
por meio da administracdo do inibidor da traducao proteica, Ciclohexamida (CHX).

» Averiguar se acdo do T; sobre os niveis de expressdo génica de HIF-la e TGFa
dependem da via PI3K, por meio da administracdo do inibidor da via PI3K, LY294002

(LY).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

RPM]I, soro fetal bovino (FBS) e solucao de antibiético-100X foram adquiridos da

Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA). Actinomicina D (ACTD); ciclohexamida (CHX),

fulvestrant (ICI), triiodotironina (T3), LY294002 (LY), dimetilsulf6xido (DMSO), hidréxido

de s6dio (NaOH) e Charcoal Stripped FBS (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA).
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4.2 Cultura de Células

A linhagem celular de carcinoma mamario humano MCF-7 foi adquirida no banco
de células da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) — UNESP, Botucatu. Escolhemos
essa linhagem celular por possuir o ERa e B e o TRa e . Os experimentos foram realizados
em triplicata. Células MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 1,2g/L.
de NaHCOs3, Hepes 10nM, pH 7,4 e 10% de FBS. As células foram mantidas a 37°C em 5% de
CO». A troca de meio foi realizada a cada dois dias. Antes de iniciar o tratamento hormonal e
com os inibidores, o meio foi substituido por meio isento de vermelho de fenol, para eliminar
todas as fontes hormonais existentes no meio, € as células foram incubadas com 10% de
Charcoal Stripped FBS. Apés a incubacio, as células foram tratadas com T3 na dose 10°M
durante 10°, 30°, 1h e 4h. Os tratamentos com T3 foram realizados, também, apds a incubacao
com os inibidores, ICI (1uM; grupo Ti+ICI); ACTD (5,0pg/ml; grupo T3+ACTD); CHX
(50uM; grupo T3+CHX); LY294002 (50uM; grupo T3+LY). O grupo ndo tratado recebeu
apenas 0,1 % de NaOH (diluente de T3) e foi utilizado como controle (C). Os inibidores de

LY294002 e CHX foram adicionados ao meio 1h antes do tratamento com Tj;.

4.3 Tratamentos da linhagem celular

A linhagem celular foi plaqueada e tratada durante os intervalos de tempo de 10°,
30’, 1 hora e 4 horas com T (10°M), ICI (1uM), T3 (10®M) + ICI (1uM), ACTD (5.0 pg/ml);
T3 (10°M) + ACTD (5.0 pg/ml); CHX (50uM), T3 (10°M) + CHX (50uM), LY (50uM) e T;
(lO'SM) + LY (50uM). Optamos pelo fulvestrant (ICI 182.780), um antagonista do receptor de
estrogeno de alta afinidade, o primeiro antiestrogénico "puro", sem qualquer atividade

agonista in vitro e in vivo®. Outro inibidor utilizado na linhagem foi actinomicina D
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(ACTD), o primeiro antibiético que demonstrou ter atividade anticincer®®

, com a capacidade
de inibir a transcri¢ao, fazendo isso através de ligacdo ao DNA no complexo de iniciacdo da
transcri¢do e impedimento do alongamento da cadeia de RNA por RNA-polimerase®”. As
células também foram submetidas ao tratamento com ciclohexamida (CHX), um inibidor da
biossintese de proteinas em organismos eucarioticos que exerce o seu efeito através da
interferéncia com o passo de tradu¢do na sintese de proteinas (movimento de duas moléculas
de RNAt e RNAm em relacio ao ribossomo), bloqueando assim a tradugao da proteina. E por

ultimo as células foram submetidas ao tratamento com LY294002 (LY), composto quimico

contendo morfolina, um potente inibidor da via fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K)®Y.

4.4 Analise da expressao génica por RT-PCR

O RNA total foi extraido a partir de células MCF-7 pelo método do Trizol
(Invitrogen, Sdao Paulo, Brasil), de acordo com as instru¢des do fabricante. O kit High
Capacity cDNA de transcri¢ao reversa para RT-PCR® (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) foi
utilizado para a sintese de 20ul de DNA complementar (cDNA) a partir de 1000ng de RNA
total. Os niveis de HIF-1la (Hs00153153_ml, Applied Biosystems) e TGFa
(Hs00608187_m1, Applied Biosystems) foram determinados por RT-qPCR. As medicdes
quantitativas foram realizadas no sistema de detec¢ao "Applied Biosystems StepOne Plus"
utilizando o kit comercial TagMan para qPCR (Applied Biosystems) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As condicdes de amplificacio foram como se segue: ativacdo da
enzima a 50°C durante 2’°, desnaturacdo a 95°C durante 10°, os produtos de cDNA foram
amplificadas durante 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 15’ e a extensdo a 60°C
durante 1°. Todas as andlises foram realizadas em duplicata. A expressdo génica foi

quantificada em relacdo aos valores do grupo Controle, apds normalizacdo por um controle
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interno, o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Hs02758991_g1), pelo método 2

AACt (89)

, como descrito anteriormente

4.5 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica foi utilizado ANOVA complementado com teste de
Tukey e adotado significancia minima de 5%. Os dados foram expressos em média e desvio

padrdo.

S. RESULTADOS

5.1 Expressao génica HIF-la

5.1.1 T; eleva os niveis de expressao de HIF-1a

A figura 4 mostra a expressao gé€nica de HIF-1a em células MCF-7 tratadas com
T3 nos tempos de 10°, 30°, 1h e 4h. Os resultados demonstram que o tratamento com T3
promove um aumento tempo dependente significativo da expressdao génica de HIF-1la em

todos os tempos de tratamento em células tumorais mamarias.
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Figura 4.
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Figura 4. Efeitos do T; sobre a expressio génica de HIF-1la em células MCF-7. C, Controle. T;,
Triiodotironina. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas. Dados

expressos em média e desvio-padrio. Foi utilizada ANOV A complementada com teste de Tukey. *p<0,001.

5.1.2 Efeito do T3 associado ao inibidor Fulvestrant (ICI 182,780) sobre a expressao

génica de HIF-1a

Para verificar se a agdo do T3 sobre a expressdao de HIF-1a € dependente de ER
usamos o ICI 182,780, um inibidor de ER, em todos os tempos de tratamento da linhagem de
células tumorais mamadrias. Podemos observar na figura 5 a) 10’ b) 30’ ¢) 1h e d) 4h, quando
comparamos o grupo C em rela¢do ao grupo ICI nao foi observada diferenca estatistica na
expressdo do gene HIF-1a em todos os tempos estudados. Em relagdo ao bloqueio do ER no
grupo T3+ICI ocorreu uma diminui¢do na expressao génica de HIF-1a quando comparado a

acdo do Ts.
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Figura 5.
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Figura 5. Efeito do T; associado ao Fulvestrant (ICI) sobre a expressdo génica de HIF-1a em células
MCF-7. C, Controle. Ts, Triiodotironina; ICI, Fulvestrant; T5+ICI, Triiodotironina associada ao Fulvestrant. Os
tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados
expressos em média e desvio-padrao. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparagdo

com C X Ts; ICI e T5 X T4+ICI; T4+ICI X ICL

5.1.3 Efeito da inibicao da sintese de RNA com Actinomicina D (ACTD) sobre os efeitos

do T3 na expressao de HIF-1a

Para determinar se a acdo do Tz sobre a expressdo de HIF-1a é dependente da
expressdo génica usamos 0 ACTD, um inibidor da sintese de mRNA, em todos os tempos de

tratamento da linhagem de células tumorais mamadrias. Quando comparamos o grupo C em
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relacao ao grupo ACTD nao foi observada diferenca estatistica na expressdo do gene HIF-1a
em todos os tempos estudados. Foi observado que os niveis de HIF-1a estio aumentados no
grupo T3+ACTD, quando comparado ao grupo ACTD no tempo de 10’°, nos demais tempos
nao houve diferenca estatistica, como mostra a figura 6. Quando comparamos o grupo T3 com
o grupo T3+ACTD observamos uma diminui¢cdo mRNA de HIF-1a que foi causada pelo
bloqueio da transcrigdio por ACTD em associacio ao hormdnio em todos os tempos

estudados, mostrando necessidade da transcri¢do génica para que ocorra agao do Ts.

Figura 6.
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Figura 6. Efeito do T; associado a Actinomicina D (ACTD) sobre a expressao génica de HIF-1a em células
MCEF-7. C, Controle; T3, Triiodotironina; ACTD, Actinomicina D; T3;+ACTD, Triiodotironina associada a
Actinomicina D. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4
horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrido. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de
Tukey. Comparacido com C X T;3; ACTD e T; X T3+ ACTD; Ts+ ACTD X ACTD.
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5.1.4 Efeito da inibicao da sintese proteica com Ciclohexamida (CHX) na acido do T3

sobre a expressao génica de HIF-1a

Para determinar a necessidade da sintese de proteinas para a regulagcdo pelo Ts dos
niveis de mRNA de HIF-1la a linhagem de células tumorais mamadrias foi incubada na
presenca ou auséncia de Ts, com ou sem CHX nos tempos 10°, 30°, 1h e 4h. Quando
comparados o grupo C em relagdo ao grupo CHX nao foi observada diferenca estatistica na
expressdo do gene HIF-la em todos os tempos estudados, o mesmo ocorreu com a
comparacao entre o grupo CHX em relacdo a Tz+CHX, ndo apresentando diferenca nos niveis
de expressdo génica de HIF-1a. A figura 7 mostra o efeito da associacdo da CHX ao T
(grupo T3+CHX) quando comparado ao grupo Ts. Observou-se que a CHX diminui a a¢do do
T3, levando a diminuicdo dos niveis de HIF-1a no tratamento T3+CHX, quando comparado

com o aumento acarretado pela incubagdo apenas com Ts.

Figura 7.
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Figura 7. Efeito do T; associado a Ciclohexamida (CHX) sobre a expressao génica de HIF-1a em células
MCF-7. C, Controle; T, Triiodotironina; CHX, Ciclohexamida; T;+CHX, Triiodotironina associada a
Ciclohexamida. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4
horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrdo. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de

Tukey. Comparacao com C X T;3; CHX e T3 X T3+CHX; T;+CHX X CHX.

5.1.5 Efeito da inibicao da via PI3K com LY294002 (LY) na acdo do T3 sobre a

expressao génica de HIF-la

Para determinar a necessidade da ativacdo da via PI3K para a regulacdo pelo T;
dos niveis de expressdo génica de HIF-1la, as células tumorais mamaérias, MCF-7, foram
incubadas na presenca ou auséncia de T3 e com ou sem LY nos tempos 10’, 30°, 1h e 4h.
Quando comparamos o grupo C em relacdo ao grupo LY ndo foi observada diferenca
estatistica na expressao do gene HIF-1a em todos os tempos estudados, o mesmo ocorreu
quando comparamos os niveis de HIF-1a do grupo Ts+LY, quando comparado ao LY, em
todos os tempos. Como mostra a figura 8, ocorreu uma diminui¢do na expressdo génica de

HIF-1a em todos os tempos estudados.
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Figura 8.
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Figura 8. Efeito do T; associado a 1.Y294002 (LY) sobre a expressio génica de HIF-1a em células MCF-7.
C, Controle; Ts, Triiodotironina; LY, inibidor da via PI3K; Ts+LY, Triiodotironina associada a LY294002. Os
tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados
expressos em média e desvio-padrao. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparagdo

comCXTsLYeT; XTs+LY; T+ LY XLY.

5.2 Expressao génica TGFa

5.2.1 T3 eleva os niveis de expressao de TGFa

A figura 9 mostra a expressdo génica de TGFa em células MCF-7 que foram

tratadas com T3 nos tempos de 10°, 30°, 1h e 4h. Os resultados demonstram que o tratamento
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com T3 promove um aumento significativo da expressao génica de TGFa em todos os tempos

de tratamento em células tumorais mamarias.

Figura 9.

Expressio Geénica de TGFa

(Valores Relativos)
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Figura 9. Efeitos do T; sobre a expressio génica de TGFa em células MCF-7. C, Controle. T;,

Triiodotironina. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas.

Dados expressos em média e desvio-padrdo. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey.

#p<0,001.

5.2.2 Efeito do T3 associado ao inibidor Fulvestrant (ICI 182,780) sobre a expressao

génica de TGFa

Para verificar se a agdo do T3 sobre a expressdao de TGFa é dependente de ER

usamos o ICI 182,780, um inibidor de ER, em todos os tempos de tratamento na linhagem de

células tumorais mamadrias. Quando comparamos o grupo C em relacdo ao grupo ICI nao foi

observada diferenca estatistica na expressdo do gene TGFa em todos os tempos estudados.

33



Foi observado que nos niveis de TGFa ndao houve diferenga estatistica no grupo Tz+ICI,
quando comparado ao grupo ICI, no tempo de 10’, no entanto nos demais tempos os niveis de
TGFa estao aumentados como demonstrado pela diferenga estatistica, figura 10 a) 10°. Essa
diminuicdo de mRNA de TGFa foi causada pelo bloqueio da transcricao por ICI,
demonstrando que quando comparamos o grupo T3+ICI em relacdo ao grupo T3 mostra que o

T; tem a necessidade da transcricdo génica para que ocorra aumento do mRNA de TGFa.

Figura 10.
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Figura 10. Efeito do T; associado ao Fulvestrant (ICI) sobre a expressio génica de TGFa em células MCF-7.
C, Controle. T;, Triiodotironina; ICI, Fulvestrant; Ts+ICI, Triiodotironina associada ao Fulvestrant. Os
tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados
expressos em média e desvio-padrdo. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparacéo

com C X Ts; ICI e T5 X T4+ICI; T4+ICI X ICL
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5.2.3 Efeito da inibicao da sintese de RNA com Actinomicina D (ACTD) sobre os efeitos

do T3 na expressao de TGFa

Para determinar se a a¢do do T; sobre a expressdao de TGFa é dependente da
expressao génica usamos 0 ACTD, um inibidor da sintese de mRNA, em todos os tempos de
tratamento da linhagem de células tumorais mamarias. Quando comparamos o grupo C em
relacdao ao grupo ACTD néao foi observada diferenca estatistica na expressao do gene TGFa
em todos os tempos estudados. Foi observado que os niveis de TGFa estdo aumentados no
grupo T3+ACTD, quando comparado ao grupo ACTD, em todos os tempos, como mostra a
figura 11. Para comparacdo do grupo T3 com o grupo T3+ACTD, podemos observar na figura
11 a) 10°, ocorreu uma diminuicdo da expressao de TGFa quando associamos o inibidor ao
hormonio. Porém, o contrédrio é observado a partir de 30, como mostra na figura 11b, 11c e

11d, onde nao houve diferenca estatistica nos niveis de TGFa para essa comparagao.

Figura 11.
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Figura 11. Efeito do T; associado a Actinomicina D (ACTD) sobre a expressao génica de TGFa em células
MCF-7. C, Controle; Ts, Triiodotironina; ACTD, Actinomicina D; T3;+ACTD, Triiodotironina associada a
Actinomicina D. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4
horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrdo. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de

Tukey. Comparacdo com C X T;3; ACTD e T; X T3+ ACTD; Ts+ ACTD X ACTD.

5.2.4 Efeito da inibicdo da sintese proteica com Ciclohexamida (CHX) na acdo do T;

sobre a expressao génica de TGFa

Para determinar a necessidade da sintese de proteinas para a regulacdo pelo T3 dos
niveis de mRNA de TGFa a linhagem de células tumorais mamarias foi incubada na presenca
ou auséncia de T3, com ou sem CHX nos tempos 10°, 30°, 1h e 4h. Quando comparamos o
grupo C em relagdao ao grupo CHX nao foi observada diferenca estatistica na expressdo do
gene TGFa em todos os tempos estudados, 0 mesmo ocorreu com a comparagao entre 0 grupo
CHX em relacdo a T3+CHX, ndo apresentando diferenga nos niveis de expressao génica de
TGFa nos tempos de 10° e 30°, pois nos tempos de 1h e 4h para essa comparagdo os niveis de
expressdo génica de TGFoa foram aumentados. A figura 12 mostra o grupo T3+CHX quando
comparado ao grupo Ti, observou-se que a CHX diminui a acdo do T3, acarretando a
diminui¢ao dos niveis de TGFa em T3;+CHX, quando comparado com o aumento acarretado

pela incubacdo apenas com Ts.
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Figura 12.
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Figura 12. Efeito do T; associado a Ciclohexamida (CHX) sobre a expressio génica de TGFa em células

MCF-7. C, Controle; T, Triiodotironina; CHX, Ciclohexamida; T;+CHX, Triiodotironina associada a

Ciclohexamida. Os tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4

horas (d). Dados expressos em média e desvio-padrio. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de

Tukey. Comparagdo com C X T;; CHX e T; X T3+CHX; T;+CHX X CHX.

5.2.5 Efeito da inibicao da via PI3K com LY294002 (LY) na acdo do T3 sobre a

expressao génica de TGFa.

Para determinar a necessidade da ativacdo da via PI3K para a regulacdo pelo T;

dos niveis de expressdo génica de TGFa, as células tumorais mamadrias, MCF-7, foram

incubadas na presenca ou auséncia de Tz e com ou sem LY nos tempos 10°, 30°, 1h e 4h.
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Quando comparamos o grupo C em relacdo ao grupo LY ndo foi observada diferenca

estatistica na expressdao do gene TGFa em todos os tempos estudados, o0 mesmo ocorreu

quando observado o grupo T3+LY, quando comparado ao grupo LY. Como mostra a figura

13, ocorreu uma diminui¢do na expressdo génica de TGFa no grupo Ts+LY, quando

comparado ao Ts.

Figura 13.
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Figura 13. Efeito do T; associado a LY294002 (LY) sobre a expressao génica de TGFa em células MCF-7. C,
Controle; T;, Triiodotironina; LY, inibidor da via PI3K; Ts;+LY, Triiodotironina associada a 1.Y294002. Os

tratamentos foram realizados nos tempos de 10 minutos (a), 30 minutos (b), 1 hora (c) e 4 horas (d). Dados

expressos em média e desvio-padrdo. Foi utilizada ANOVA complementada com teste de Tukey. Comparacéo

comCX T3 LYeT; XTs+LY; T+ LY XLY.

38



6. DISCUSSAO

A hipdxia celular e estresse metabdlico t€ém sido observados em muitos tipos de
cancer. HIF-1a € considerado um regulador central de homeostase de oxigénio. Estudos
anteriores indicaram que HIF-1a é superexpresso em muitos tipos de cancer principalmente o

. . = P (90,91,52) P

CM, ao passo que as proteinas HIF medeiam adaptacdo a hipéxia celular . Altos niveis
de expressao de HIF-loa no CM humano estdo relacionados a carcinogénese mamadria e
modificagdes moleculares decorrentes do processo de vascularizacao tumoral. Além do HIF-
1a, o TGFo também é secretado por muitos tumores e possui propriedades angiogénicas®”. A
acdo desse fator e a interagdo entre as células epiteliais neoplasicas e as células do estroma
N . o (64,92,93) .

tém sido extremamente reconhecidas nos ultimos anos . Os fatores EGF e TGFa ligam-
se a um mesmo receptor (receptor do fator de crescimento epitelial) e sdo potentes indutores

de mitoses durante o desenvolvimento da mama®“®.

7z

Os HT desempenham um papel importante na homeostase e € o principal
regulador da atividade mitocondrial. Um estudo realizado por Wrutniak-Cabello et al.®”,
indicou que T3 também pode influenciar atividades fisicas mitocondriais por ativagdo de vias
citoplésmicas(69). O aumento da expressdo de HIF-1 induzida por T; foi observada em
linhagens celulares de hepatoma e fibroblastos primérios. No entanto, o0 mecanismo de ag¢ao
permanece nao esclarecido®”. A identificacdo de uma sinalizacdo explicando a relacdo
entre acdo do T3 na expressdo de HIF-1a e células de cancer é necessaria.

26 em células

Estudos descrevem a dependéncia do efeito proliferativo que os HT
de CM com o ER positivo, demonstrando a capacidade do T3z em aumentar a proliferacdao
dessas células na presenga desse receptor, induzindo a expressdo de genes normalmente

estimulados por E, tais como receptor de progesterona (PgR), TGFa e TGFS-1%4%°.
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Estudos anteriores indicaram que as funcdes celulares de Ts; promovem a
expressdo de genes por meio da ligacdo ao seu receptor nuclear””. Por outro lado, estudos
recentes sugeriram que as vias de cascatas citosdlicas também sdo responsaveis pela acdo do
T, 7799

O presente estudo confirma a acao do T; sobre células de cancer de mama (MCF-
7), demonstrando um aumento da expressao génica de HIF-1a e TGFa pelo Ts, em diferentes
tempos de tratamento (Fig.3 e Fig.8). Esses resultados vém de acordo com estudos que
demonstram o aumento da expressao génica de diferentes genes tais como, amphiregulin
(AREG) em células de adenocarcinoma mamério MCF-7"%, leptina em células de adipécitos
3T3-L1? e HIF-1a em células de fibroblastos humanosm), quando tratados com T3. Assim,
constatamos que o Tz também age sobre a transcricdo de HIF-1a e TGFa em curtos e longos
periodos de tempo.

Como podemos observar nos resultados apresentados, quando comparamos o
grupo C em relacdo a todos os inibidores ndo houve diferenga estatistica na expressao dos
genes HIF-1a e TGFa, mostrando que os inibidores foram aos niveis do controle em células
tumorais mamadrias em todos os tempos estudados.

O T3 mimetiza os efeitos do E; na linhagem de cancer de mama de células MCF-7
que possuem o ER positivo((’s). Com intuito de avaliar se o T3 modula a expressdo de HIF-1a
e TGFo por meio de ER, bloqueamos o ER com o uso de antagonista do receptor de
estrogénio, Fulvestrant (ICI 182,780). Diferentemente de outros fdrmacos que possuem como
alvo o ER como, por exemplo, o mais amplamente utilizado Tamoxifen, o ICI 182,780 ¢ um
firmaco que pertence a classe dos “Seletive estrogen receptor down-regulators” (SERD). E
um analogo do estradiol com uma cadeia 7a-alkylamide da porcdo esteréide da molécula que
apresenta um efeito antagonista a este hormodnio, com recentes estudos na literatura

- . . . 10
classificando-o como novo mecanismo de agdo antagonista ao ER’ ",
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Poucos trabalhos na literatura tratam do mecanismo de acdo dos hormonios
tireoidianos em células de carcinoma mamadrio, mas alguns grupos ja demonstraram que o0s
hormonios tireoidianos sao capazes de levar a fosforilacio de ERa com consequente indugdo
da via MAPK, podendo destacar o efeito inibitério do ICI sobre a captacdo de timidina
estimulada pelo horménio tireoidiano em células de cAncer de mama MCE-7%°.

O bloqueio do ER com ICI 182,780 no presente estudo alterou a acdo do T3 sobre
os genes HIF-1a e TGFa nas células MCF-7. Com o bloqueio do ER e posterior adi¢do de T
(T5+ICI), observa-se diminuicdo na expressao de HIF-la e TGFa, caracterizando a
necessidade desse receptor para acdo do Ts. Estudo realizado por Marchiori et al."’" mostrou
que células MCF-7 expostas ao 17B-E, apresentaram um aumento de 2,0 vezes ou mais na
expressdo do PHLDAL (dominio homoélogo a pleckstrina, familia A, membro 1) sendo que o

(10D 1ss0 demonstra a

tratamento destas células com ICI inibe completamente este efeito
necessidade do ER para a¢dao do E, sobre o gene PHLDAL, o que vem de encontro com o
nosso trabalho visto que na presenca do T os genes HIF-1a e TGFa estdo aumentados, porém
na inibi¢do do ER esse aumento é diminuido demonstrando, ndo exclusivamente, a acdo do T3
por meio de ER, podendo esse mimetizar acdes do E,.

Nosso proximo passo foi verificar a acdo do T3 na manutencao do mRNA de HIF-
la e TGFa utilizando o Actinomicina D (ACTD). ACTD € um inibidor de transcri¢do geral
com atividade anticancerigena, e estd aprovado para o tratamento de sarcomas de Wilms,

células germinativas e tumor trofoblastico"**'*®. Os

dados apresentados na figura 5a, em 10’,
o bloqueio da transcricdo de TGFa encontra-se diminuida quando associado o hormdnio ao
inibidor. A partir de 30’ ndo houve diferenca demonstrando uma estabilidade do mRNA. Este
fato provavelmente se deve a algum mecanismo da célula que preveniu a degradacdo protéica
1'(104)

na presenga do inibidor. Nosso resultado vem de acordo com o estudo de Volpato et a

que investigou se o aumento no conteido de GLUT4, observado nas células 3T3-L1 30’ apds
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a administracdo do T3, se mantinha mesmo na presenca de ACTD. Observou-se que o ACTD
ndo preveniu a acdo do T5"*Y.

Os mecanismos denominados extra-nucleares podem influenciar potencialmente a
expressdo génica. O inicio da via de acdo € extra-nuclear, por dependerem de vias
alternativas, mas as consequéncias incluem aumento da transcricio”?. Isto demonstra que
pode haver uma inter-relagao entre os eventos nucleares e extra-nucleares dos HT. Ainda sob
uma Otica de inicia¢do extra-nuclear, podemos distinguir duas classes de genes alvos da acao
do Tj; pela via PI3K: 1) uma classe de genes induzidos diretamente pela acdo dessa via e que
nao necessitam de sintese protéica “a priori” para sofrerem a acdo do tratamento com o
hormonio, denominado em alguns trabalhos como extra-nuclear direta do T3, e 2) uma classe
de genes cuja expressao altera-se na presenca do hormoénio, porém dependente da sintese de
uma proteina especifica previamente, denominada como agio extra-nuclear indireta do T5"".

Com intuito de verificar se a acdo de T; foi direta ou indireta sobre a modulacao
dos genes HIF-1a e TGFa, foi utilizado um inibidor da sintese de proteinas, CHX. Observou-
se que o CHX diminui a a¢do do T3, levando a diminui¢do dos niveis de HIF-1a e TGFa,
elevados pelo T3, em todos os tempos de tratamento em células MCF-7 (Fig.6 e Fig.11)
respectivamente, indicando que os efeitos do Tz sobre estes genes necessitam da sintese de
proteina prévia e que o T age por agdo indireta. Estudos realizados por Moeller et al.””, com
fibroblastos humanos, demonstram que a a¢do do Tz sobre HIF-1a € direta, pois na presenca
de CHX a expressdo se manteve, ndo precisando de um gene precursor que traduzisse uma
proteina que estimularia a expressdo do HIF-1a, porém os genes GLUT1, PFKP ¢ MCT4
tiveram sua expressdo diminuida na presenca de CHX, caracterizando que o gene precursor
para modular esses genes indiretamente pelo T3 é o HIF-1a, na linhagem celular estudada por

eles””,
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A via PI3K participa de uma grande variedade de processos celulares, incluindo a
via intracelular, organizacdo do citoesqueleto, crescimento celular e transformagdo, e na

(105.100) " 41ém de ter um papel na diferenciacio de vérias linhagens de

prevencdo da apoptose
celulares'”"'%) O conceito sobre a acdo do HT foi diversificado, incluindo acdes extra-
nucleares de T3 e T4. O T3 apresenta-se como um ativador da via PI3K, que conduz a um
aumento de certos genes, tal como o HIF-1a e o inibidor de calcineurina (ZAKI-4a)"*"".

Trabalhos utilizando linhagens celulares destacam uma alteracdo de expressao

génica apGs o tratamento com Ts, dependente da via PIBK7+7"%%

. Dentre os genes
estimulados pelo tratamento com T3, por meio da via PI3K, podemos destacar alguns genes
relacionados com o metabolismo energético como HIF-1la, GLUT1, PFKP ¢ MCT4 e
recentemente estudos de nosso grupo mostraram que a leptina € modulada pelo T3 por meio
da via PI3K em adipécitos 3T3-L1°”. Todos os resultados possuem expressdo alterada pela
via extra-nuclear de acdo do hormoénio tireoidiano pela PI3K, pois qualquer expressao foi
interrompida com o tratamento concomitante de L'Y294002.

No presente estudo usamos o inibidor especifico da via PI3K, LY294002, para
determinar a necessidade da ativacdo da via PI3K para a regulacdo pelo T; dos niveis de
expressdo génica de HIF-1a e TGFa e observamos os niveis da expressio génica de ambos os
genes. Como demonstrado em nossos resultados, os niveis da expressdo génica que foram
aumentados pelo T3, sdo suprimidos pela presenca de LY294002 (Fig.7 e Fig.12) em ambos
os genes € em todos os tempos de incubacdo. O uso de inibidores da PI3K como LY
comprovam que este efeito do HT é dependente da cascata iniciada por PI3K, sugerindo
fortemente que o aumento da regulacdo da transcri¢ao dos genes HIF-1a e TGFa € mediado
pela via PI3K, ativada pelo Ts. Moeller et al.”” demonstraram em seus estudos a ativacdo da

via PI3K para modulagcdo do gene HIF-1a pelo T3 em fibroblastos humanos, possivelmente

independente da linhagem celular a via PI3K € ativada pelo T3 para modulacido desse gene.
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Cao et al.”? descreveram que o T; interage com a subunidade p85a da PI3K por meio de sua
ligacdo ao TRP no citosol. Essa ligacdo leva a ativacdo da PI3K e consequente ativagao de
uma cascata de sinalizacdo compreendendo fosforilagdo sequencial da proteina quinase b
(Akt), proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR) e seu substrato, a proteina
ribossomal 70 quinase S6 (p70°%%). Essa sinalizacdo ocorre muito rapidamente, com a
fosforilacdo de mTOR ocorrendo em até 10’ apés o tratamento com T5"'%”. De acordo com
trabalhos encontrados na literatura algumas a¢des dos HT sdo iniciadas e finalizadas no meio
extra-nuclear e ocorrem por meio da ativacdo da PI3K, com a fosforilagdo de proteinas ja
prontas e presentes no citoplasma'''*"''?.

Estudos que demonstrem o mecanismo pelo qual os HT podem alterar a expressao

génica de determinados genes ligados a proliferacio do CM ou de outros tipos de cancer

oferecerdo possibilidades terapéuticas que facilitem o tratamento dessa doenca.

7. CONCLUSAO

Nosso trabalho confirma que o hormdnio T3 age na ativacdo da via extra-nuclear
para a expressao dos genes HIF-1a e TGFa em linhagem celular de adenocarcinoma de mama
MCE-7, especificamente por meio da via PI3K.

Os dados obtidos apresentam grande potencial de aplicagdo, ja que a identificacdo
de novas vias de sinaliza¢do e outros mecanismos pelos quais os HT atuam poderao levar ao
desenvolvimento de drogas, que poderdo ativar/bloquear tais vias para promocao de efeitos

desejaveis/bloqueio de efeitos indesejaveis.
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