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RESUMO

CARVALHO, F. P. Avaliacdo da expressdo génica de vias pré-apoptéticas em células-
tronco tumorais de linhagem de céancer de mama triplo-negativo tratadas com o
fitoestr6geno genisteina, doxorrubicina e radiacdo ionizante. 2016. 130 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto, 2016.

Introducdo: A resisténcia do cancer de mama (CM) ao tratamento quimio/radioterapico
convencional ainda representa um grande desafio, especialmente em carcinomas triplo-
negativos, os quais ndo expressam receptores de estrégeno, receptores de progesterona e
oncogene (HER2)/neu. Sabe-se que o grau de resisténcia do CM esta fortemente associado a
quantidade de células-tronco tumorais (CTTs), as quais podem ser detectadas por
imunofenotipagem (CD24/CD44"). As CTTs s&o quiescentes e apresentam inibicio de vias pro-
apoptdticas. Varios compostos naturais apresentam atividade antitumoral, dentre os quais o
fitoestrogeno da soja genisteina (GEN) destaca-se como amplo inibidor de tirosino-quinases.
Contudo os efeitos bioldégicos da GEN quanto a presenca de CTTs ainda séo pouco conhecidos,
especialmente quando associada a outros quimioterapicos. Objetivos: Avaliar os efeitos
citotéxicos do fitoestrogeno GEN em populagdes de CTTs e ndo-CTTs, aliado ao tratamento in
vitro com radiacao ionizante (RAD) e doxorrubicina (DXR) na linhagem de CM triplo-negativo
MDA-MB-231. Metodologia: Foram empregados esquemas de pré-tratamento (GEN + DXR e
GEN + RAD) e pds-tratamento (DXR + GEN e RAD + GEN), utilizando 1 - 5 yM de GEN por 24h,
1 ng/mL de DXR por 24h e 5 -10 Gy de RAD, sendo 0s experimentos realizados apos 24h de
irradiacdo. Ao final de cada tratamento, foram avaliados viabilidade celular, grau de sinergia,
ciclo celular, apoptose e quantidade de células CD247/CD44". Além disso, foi feita a aquisicio de
células CTTs e ndo-CTTs a fim de analisar a expresséo génica de vias apoptéticas. O estudo
investigou os mesmos parametros na linhagem de CM hormdnio-positivo MCF-7. Resultados: O
tratamento com GEN 1 uM por 24h provocou apoptose significativa em MDA-MB-231 por
blogueio em fase G2/M, porém o aumento da dose também ndo alterou a viabilidade e a
populagdo CD247/CD44". Células MCF-7 mostraram-se resistentes & GEN, pela induc&o da fase
S, mas foram sensiveis a RAD, pelo bloqueio em fase GO/G1. O aumento da dose de GEN nos
tratamentos combinados com DXR produziu aumento na sinergia. O pré-tratamento GEN 5 yM +
DXR 1 ng/mL induziu expressdo de genes apoptoticos em células CD24/CD44", mas nao
reduziu a viabilidade. Conclusdes: Tratamentos combinados utilizando baixas doses de GEN e
DXR em esquemas de pré e pds-tratamento sdo capazes de provocar apoptose e reducédo da
viabilidade em células MDA-MB-231 sensiveis. Contudo, esses tratamentos parecem induzir a
sinalizacdo de mecanismos de sobrevivéncia em CTTs, incluindo supressédo de vias apoptoticas.
Nesse contexto, apenas os tratamentos que induzem bloqueio no ciclo celular, mas sem alterar a

viabilidade, sdo capazes de afetar populacdes CTTs resistentes de MDA-MB-231.



ABSTRACT

CARVALHO, F. P. Evaluation of pro-apoptotic gene expression in cancer stem cells of
triple-negative breast cancer cell line treated with the phytoestrogen genistein,
doxorubicin and ionizing radiation. 2016. 130 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, USP, Ribeirdo Preto, 2016.

Introduction: Conventional chemo/radiotherapy breast cancer resistance still represents a major
challenge, especially in triple-negative carcinomas, which do not express estrogen receptors,
progesterone receptors and oncogene (HER2)/neu. It is known that the degree of breast cancer
resistance is strongly associated with the amount of cancer stem cells, which can be detected by
immunophenotyping (CD24/CD44"). Cancer stem cells remain in GO/G1 phase for a long time,
and exhibit inhibition of pro-apoptotic pathways. Several natural compounds have been studied,
among which is the phytoestrogen genistein (GEN) from soy bean. The GEN acts as an ample
tyrosine kinase inhibitor, and its antitumor activity has been pointed out in several studies.
However, the biological effects of GEN in tumor stem cells are still poorly understood, especially
when combined with other chemotherapy. Objectives: To assess the cytotoxic effects of GEN
phytoestrogen in tumor stem and non-tumor stem sub-populations, combined with radiation
(RAD) and doxorubicin (DXR) in vitro treatments in triple-negative breast cancer cell line MDA-
MB-231. Methodology: We used pretreatment (GEN + DXR e GEN + RAD) and post-treatment
(DXR + GEN e RAD + GEN) regimens using 1 - 5 yM of GEN for 24 hours, 1 ng/ml DXR for 24
hours and 5 - 10 Gy of RAD, in which experiments were performed after 24 hours of irradiation.
At the end of each treatment we assessed cell viability, coefficient of drug interaction, cell cycle,
apoptosis and amount of CD247/CD44" cells. Moreover, cancer stem cells and non-cancer stem
cells sub-populations were sorted in order to study the gene expression of apoptotic pathways.
This study also investigated the hormone-positive breast cancer cell line MCF-7. Results: GEN 1
uM for 24 hours caused significant apoptosis in MDA-MB-231 by blocking the G2/M phase, but
increasing the dose did not alter viability and CD24/CD44" quantity. MCF-7 cells were resistant
to GEN, by inducing S phase, but were also sensitive to the RAD, with GO/G1 block. Increasing
the dose in GEN treatments combined with DXR produced increased synergistic effects.
Pretreatment GEN 5 pM + DXR 1 ng/ml induced superexpression of apoptotic genes in CD24"
ICD44" cells, but did not reduce cell viability. Conclusions: Combined treatments using low
doses of DXR and GEN in pre and post treatment schemes are able to trigger apoptosis and
reduce viability of MDA-MB-231 responsive cells. However, these treatments appear to induce
survival signaling mechanisms in cancer stem cells, including suppression apoptotic pathways. In
this context, only treatments that induce cell cycle block, but without causing decrease in cell

viability, are able to affect resistant tumor stem cells in MDA-MB-231.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do cancer de mama (CM) triplo-negativo

O CM é a neoplasia mais incidente em mulheres, representando 25,2%
do total de casos de cancer no mundo em 2012 (Ferlay et al., 2015). No Brasil, o CM
também € o mais incidente em mulheres de todas as regifes, exceto na Regido
Norte, onde o cancer do colo do Utero ocupa a primeira posicdo. Para o ano de
2016, foram estimados 57.960 casos novos, que representam uma taxa de
incidéncia de 56,2 casos por 100 mil mulheres (Inca, 2016). De acordo com o ultimo
levantamento feito no Brasil, em 2009, a taxa de mortalidade por CM representa a
primeira causa de morte por cancer na populacdo feminina brasileira, com 11,28
Obitos por 100 mil mulheres. As regifes Sul e Sudeste sdo as que apresentam as
maiores taxas, com 12,7 e 12,62 obitos por 100 mil mulheres, respectivamente
(Ministério Da Saude, 2013).

Por ser uma doencga altamente heterogénea, o CM foi classificado de
acordo com parametros clinicos, histopatolégicos e moleculares (Weigelt et al.,
2008). Dentre tais parametros, os biomarcadores mais relevantes sdo: acometimento
de linfonodos (Saez, Mcguire e Clark, 2006), tamanho tumoral (Rosen et al., 1989),
tipo/grau tumoral (Le Doussal et al., 1989), invaséo linfatica e vascular (Neville et al.,
1992), além da presenca de receptores hormonais e do oncogene (HER2)/neu (Borg
et al., 1990; Hammond et al., 2010).

Os receptores hormonais sdo fundamentais no diagndstico e manejo
do CM. Por exemplo, o receptor de estrogeno a (REa) é um fator de transcrigdo
nuclear ativado pelo estrogeno cuja funcao € regular o crescimento e a diferenciacao
de células epiteliais normais da mama. No entanto, a exposi¢cao prolongada aos
hormoénios circulantes parece contribuir para o desenvolvimento do CM, tal forma
gue, a menarca precoce, a menopausa tardia e a nuliparidade estédo relacionadas a
um aumento significativo no desenvolvimento da doenca (Clarke, 2003; Keen e
Davidson, 2003). Aproximadamente 70-80% de todos os tumores de mama
expressam a proteina REa, e sao classificados como RE-positivos. Esses tumores
costumam ter crescimento mais lento, sdo mais diferenciados, e estdo associados

com um prognoéstico mais favoravel (Grann et al., 2005).
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Além do REa, outro importante biomarcador hormonal rotineiramente
empregado na imunohistoquimica, é a presenca de receptores de progesterona
(RPs). Quando expressos, os RPs sdo ativados pela progesterona endoégena e
atuam na regulacdo de varias vias importantes em células normais, como a
proliferacdo celular, que também é crucial no desenvolvimento do CM. No entanto,
sabe-se que a expressao de RPs é regulada por REq, assim, a presenca de RPs
geralmente indica que a via do estrégeno esté intacta e funcional (Allred, 2010).

Juntamente com o0s receptores hormonais, a amplificacdo ou a
superexpressao do oncogene HER2/neu apresenta uma importante consequéncia
para evolucdo tumoral. Este gene codifica um receptor de tirosino-quinase envolvido
na sinalizacdo de fatores de crescimento. Assim, a amplificacdo deste receptor na
membrana celular, em cerca de 30% dos tumores da mama, esta relacionada com
um pior prognostico devido a proliferacdo aumentada, angiogénese e inibicdo de
apoptose (Borg et al., 1990; Paterson et al., 1991). Dessa forma, HER2/neu tornou-
se alvo terapéutico com o desenvolvimento do anticorpo monoclonal trastuzumab,
Ou seja, pacientes com tumores que superexpressam HER2/neu podem ser
candidatas para o tratamento (Vogel et al., 2002).

Posteriormente, estudos de expressao génica utilizando DNA
microarray identificaram subtipos de CM que ndo eram conhecidos usando 0s
métodos histopatoldgicos tradicionais (Perou et al., 2000). Quatro subtipos foram
identificados, sendo dois derivados de tumores RE-negativos (basal-like e HER2-
positivo) e dois oriundos de tumores RE-positivos (luminal A e B) (Sarlie et al.,
2001). A respeito do subtipo basal-like, este € mais prevalente em portadoras da
mutacdo BRCAL (Foulkes et al., 2003), sendo composto quase inteiramente pelo
fendtipo “triplo-negativo”, ou seja, o tumor que ndo sofre marcacao
imunohistoquimica para REs, RPs e HER2 (Rakha et al., 2006). Dando continuidade
aos estudos, 0s avancgos tecnologicos e a descoberta de outros perfis moleculares
permitiram uma nova subdivisdo, surgindo o subtipo claudin-low. Este foi
caracterizado como triplo-negativo mesenquimal, e foi associado a baixa expressao
das proteinas de juncédo aderente claudin 3, 4, 7 e da E-caderina (Herschkowitz et
al., 2007; Prat et al., 2010).

Apesar dos avangos terapéuticos, ainda sdo poucas as alternativas

para o tratamento dos tumores triplo-negativos. O carcinoma mamario triplo-negativo
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representa cerca de 15% de todos os casos, € mais resistente, ocorre em mulheres
jovens (com menos de 50 anos) e esta associado com alto risco de recorréncia,
metastase e morte. O prognastico ruim, associado a escassez de alvos terapéuticos,
reflete na alta mortalidade atribuida ao fendtipo triplo-negativo (Cleator, Heller e
Coombes, 2007).

Dessa forma, cresce a necessidade por novas estratégias,
especialmente para os tumores triplo-negativos, e consequentemente abre-se uma
grande éarea para aplicacdo de produtos naturais, dentre 0s quais estdo 0s

fitoestrégenos.

1.2 As Células-Tronco Tumorais (CTTSs)

O processo neoplasico é desencadeado geralmente pelo acumulo de
danos no DNA de uma uUnica célula, que ao longo do tempo inativam genes
supressores tumorais e ativam protooncogenes, levando a instabilidade celular e
perda do controle replicativo (Hoeijmakers, 2001). No entanto, sabe-se que um
tumor pode ser composto por varios clones com diferentes morfologias e
comportamentos (Marusyk e Polyak, 2010).

A literatura aponta que a hipétese de células-tronco tumorais (CTTs) e
o modelo de evolucdo clonal podem ser a explicacdo para a manutencdo da
heterogeneidade inter-tumoral e intra-tumoral em vérios tipos de cancer, inclusive
CM (Campbell e Polyak, 2007; Shackleton et al., 2009). Segundo o modelo de
evolucao clonal, as células tumorais ao longo do tempo acumulam aleatoriamente
inimeras mutacdes e aberracbes cromossémicas. No entanto, as células tumorais
gue apresentam vantagem seletiva sobre as células adjacentes proliferam gerando
subpopulacdes mais agressivas. Dessa forma, a instabilidade gendmica e a
proliferacdo descontrolada favorecem a producdo de células cada vez mais
alteradas, e aceleram o surgimento de fen6tipos mais resistentes (Greaves e Maley,
2012).

Por outro lado, a hipotese de CTTs estabelece que uma pequena
fracdo de células tumorais, com propriedades semelhantes a células-tronco, podem

ser as responsaveis pela iniciacdo, progressao e recorréncia tumoral. Por defini¢céo,
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as CTTs possuem capacidade de auto-renovacédo e diferenciacdo, levando ao
desenvolvimento de todos os tipos celulares encontrados no tumor (Pardal, Clarke e
Morrison, 2003),

Pesquisas recentes apontam que o surgimento de CTTs pode ocorrer
por processos complexos, e ainda pouco conhecidos, como: muta¢cées em células-
tronco progenitoras teciduais, trans-diferenciacdo de células sométicas e transicéo
epitélio-mesénquima em células tumorais (Bjerkvig et al., 2005; Scheel e Weinberg,
2012; Ye e Weinberg, 2015). Além disso, a manutencdo de CTTs envolve varios
mecanismos, regulados por vias especificas com ativa participacdo de diversas
tirosino-quinases (Hochgrafe et al., 2010; Dittmer et al., 2011; Tryfonopoulos et al.,
2011; Hinohara et al., 2012). Consequentemente, vias envolvidas no controle da
auto-renovacdo de CTTs podem participar nos processos de resisténcia tumoral
intrinseca e adquirida, como a via Notch (Pannuti et al., 2010), Hedgehog (Tanaka et
al., 2009), Wnt/beta-catenina (Khramtsov et al., 2010), platelet-derived growth factor
(PDGF) (Burstein et al., 2008) e epidermal growth factor (EGF) (Del Vecchio et al.,
2012).

No CM, as CTTs exibem varios marcadores comuns a ceélulas-tronco
normais. Utilizando imunofenotipagem € possivel caracterizar as CTTs pela
expressdo de antigenos de superficie como CD44 e CD24, onde células
CD44%/CD24 apresentam elevada capacidade de iniciagdo e auto-renovacio
tumoral (Al-Hajj et al., 2003). Outro importante aspecto descoberto posteriormente
aponta que células CD44'/CD24 exibem perfil de expressdo génica fortemente
associado ao tipo de CM triplo-negativo claudin-low (Creighton et al., 2009;
Hennessy et al., 2009).

De modo geral, a presenca de CTTs em CM é muito variavel. Alguns
estudos caracterizaram diversas linhagens de CM utilizando marcagdo com anti-
CD44 e anti-CD24 em cultivos em monocamada e observaram que a linhagem
tumoral MDA-MB-231 (carcinoma triplo-negativo, mesenquimal, moderadamente
metastéatico) e a linhagem tumoral MCF-7 (carcinoma horménio-positivo, luminal,
pouco metastatico) apresentam, respectivamente, cerca de 90% e 1% de células
CD44%/CD24". Esses estudos descreveram que linhagens com elevada quantidade

de células CD44°/CD24 apresentam aumento significativo em diversos indicadores
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como proliferacdo, formacéo de col6nia in vitro, adesao celular, migracdo, invasao in
vitro (Sheridan et al., 2006; Ricardo et al., 2011).

Na pratica clinica, o emprego de marcadores de CTTs ganha
relevancia devido as evidéncias de que a presenca de células CD44'/CD24  em
pacientes com CM reflete em um prognoéstico desfavoravel (Zhou et al., 2010; Ablett,
Singh e Clarke, 2012), e pode auxiliar na escolha do tratamento mais adequado para

esses casos (Kakarala e Wicha, 2008).

1.3 Integracéo entre Ciclo Celular e Apoptose

O ciclo celular € um processo complexo que envolve numerosas
proteinas reguladoras que direcionam a célula a passar por diferentes estagios,
culminando na mitose e formacdo de duas células-filhas. Normalmente a regulacao
da proliferacao, sobrevida e morte celular permite que as células realizem divisdes
ordenadas até sua senescéncia (Mester e Redeuilh, 2008).

Dessa forma, o ciclo celular € morfologicamente subdividido em
intérfase e mitose (fase M). A intérfase é composta pelas fases: quiescéncia (fase
GO0), gap 1 (fase G1), sintese de DNA (fase S) e gap 2 (fase G2). Em seguida, a
célula entra em mitose. Contudo, sabe-se que grande parte das nossas células
encontra-se em estagios nado proliferativos ou quiescentes (Schafer, 1998;
Vermeulen, Van Bockstaele e Berneman, 2003).

A progressdo do ciclo celular é catalizada essencialmente por
complexos contendo ciclinas, cdks (cyclin-dependent kinases) e CKIs (cdk
inhibitors). Cdks sd@o proteinas quinases ativadas em pontos especificos do ciclo
celular, e sofrem modulacéo pelas ciclinas e CKls (Lim e Kaldis, 2013).

A fim de assegurar que 0s eventos criticos em uma fase particular do
ciclo celular sejam concluidos antes que uma nova fase seja iniciada, a célula ativa
alguns pontos de verificagdo, conhecidos como checkpoints. Em cada fase, as
células realizam uma auto-avaliacdo e decidem se devem prosseguir, pausar ou sair
do ciclo celular (King e Cidlowski, 1998). Dessa forma, as células podem interromper
ou bloquear o ciclo celular em resposta a diversos estimulos estressores,

possibilitando que: o dano celular seja reparado; o sinal citotéxico exdgeno seja
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dissipado; ou que fatores de crescimento e nutrientes sejam restabelecidos, por
exemplo (Pietenpol e Stewart, 2002). Por outro lado, o bloqueio no checkpoint pode
também resultar na ativacdo de vias que sinalizam a apoptose, caso o dano celular
nao seja reparado de forma adequada. Dessa forma, os checkpoints impedem a
formacdo de células geneticamente anormais responsaveis pela oncogénese
(Kastan e Bartek, 2004).

Nesse contexto, a proteina p53 é uma peca fundamental, pois atua
como um importante supressor tumoral. Sabe-se que a p53 funciona como um ponto
central que integra varios processos bioldgicos como reparo do DNA, diferenciacédo
celular, senescéncia, necrose, necroptose (necrose programada), autofagia e
bloqueio do ciclo celular (Vousden e Prives, 2009; Maiuri et al., 2010; Dashzeveg e
Yoshida, 2015). Para isso, a p53 participa de multiplos checkpoints no ciclo celular e
direciona uma resposta celular especifica para cada situacdo de estresse biologico,
induzindo principalmente apoptose (Giono e Manfredi, 2006).

Além da p53, a familia de proteinas-quinase Akt também é um
importante grupo de reguladores do metabolismo celular, atuando na proliferacéo,
sobrevivéncia, migracdo e oncogénese. De modo geral, as proteinas Akt controlam
as transicbes G1/S e G2/M e normalmente induzem a progressao do ciclo celular
(Xu et al.,, 2012). Além disso, Akt é capaz de fosforilar e inibir proteinas pro-
apoptéticas Bad e pré-caspase-9, atuando como um forte supressor da apoptose em
diversas situacdes (Franke, 2008; Cheung e Testa, 2013).

Por definicdo, a apoptose € um processo fisiolégico de morte celular
programada. Do ponto de vista morfoldgico, € caracterizada por eventos de
contracao celular, fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e formacédo de
vesiculas sem perda da integridade da membrana, o que leva a auséncia de
resposta inflamatoria (Yasuhara et al., 2003; EImore, 2007). Para isso, alteracdes no
complexo de Golgi (Hicks e Machamer, 2005), reticulo endoplasmético (Deniaud et
al.,, 2008) e mitocondrias (Suen, Norris e Youle, 2008) acionam a cascata de
ativacédo de caspases intracelulares.

Normalmente as caspases (cystein-dependent aspastate-especific
proteases) estdo presentes como enzimas precursoras inativas, tal modo que, a
ativacdo pode ocorrer pelas vias extrinseca e intrinseca (Figura 1) (Creagh, Conroy

e Martin, 2003; Fan et al., 2005; Fiandalo e Kyprianou, 2012). Pela via extrinseca, a
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apoptose é mediada por receptores TNF (tumour necrosis fator) presentes na
membrana plasmatica, e pela via intrinseca a apoptose é mediada pela mitocéndria.
Em sintese, as vias ativam um grupo de caspases iniciadoras (caspase 8, 9 e 10)
que convergem a sinalizacdo para 0 mesmo grupo de caspases efetoras (caspase 3,
6 e 7) responsaveis pela proteodlise (Hajra e Liu, 2004; Fulda e Debatin, 2006).

Inicialmente, a via extrinseca é ativada pela ligacdo de marcadores de
morte FasL (Fas-ligand) a receptores de morte na membrana plasmatica Fas,
promovendo o recrutamento da proteina FADD (FAS-associated protein with death
domain) (Sayers, 2011). Em seguida, FADD recruta e ativa caspase-8, a qual pode
ativar caspase-3 ou desencadear a via intrinseca por meio da clivagem da proteina
Bid (Kantari e Walczak, 2011; Crowder e El-Deiry, 2012). Contudo, FADD também
pode sofrer inibicdo pela proteina c-FLIP [Cellular FLICE (FADD-like IL-1G6-
converting enzyme)-inhibitory protein], a qual é codificada pelo gene CFLAR
(Bagnoli, Canevari e Mezzanzanica, 2010).

Por outro lado, a via intrinseca geralmente ocorre em resposta a
diversos agentes intra e extracelulares, tais como: hipoxia (Sendoel e Hengartner,
2014), choque térmico (Khalil et al., 2011), espécies reativas de oxigénio (Wu e
Bratton, 2013), irradiacdo ultravioleta (Salucci et al., 2012), irradia¢do ionizante
(Toruno et al., 2014), danos no DNA (Roos e Kaina, 2013), auséncia de fatores de
crescimento (Mason e Rathmell, 2011) e varios compostos exdgenos citotoxicos.
Dessa forma, estimulos letais podem ativar membros da familia de proteinas BH-3
(Bad, Bid, Bik, Bim, etc), responsaveis pela oligomerizacao Bak-Bax. Isto provoca a
formacdo de canais nas membranas mitocondriais que permitem o efluxo de
proteinas da mitocdndria para o citosol, dentre elas o citocromo ¢ (Huttemann et al.,
2011; Renault e Manon, 2011). O citocromo c liberado no citosol interage com Apaf-
1 (apoptosis protease-activating fator-1) e pro-caspase-9, formando o complexo
apopssomo (Reubold e Eschenburg, 2012). Este ativa a caspase-9, que por sua vez
ativa as caspases efetoras, levando a apoptose (Wirstle, Laussmann e Rehm,
2012).

Em casos particulares, a apoptose também pode ser induzida por
efetores independentes de caspases, como a proteina Aif (apoptosis-inducing

factor). Esta € sintetizada na mitocondria, liberada no citosol e translocada até o
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ndcleo, onde provoca a condensacdo da cromatina e degradacdo do DNA
(Modjtahedi, Giordanetto e Kroemer, 2010).
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Figura 1. Esquema molecular da apoptose (Keeg Pathway Database, 2012).

A respeito das células-tronco, sabe-se que células saudaveis exibem
mecanismos de reparo e apoptose extremamente conservados e orquestrados,
garantindo a integridade gendmica durante as divisdes celulares nos processos de
reposicao tecidual e proliferacdo compensatoria (Bergmann e Steller, 2010; Sperka,
Wang e Rudolph, 2012). Além disso, células-tronco sdo mais resistentes a danos,
pois durante a sintese de DNA assimétrica, a fita parental “imortal” sempre segrega
com a célula-mée, e ndo com a ceélula-filha diferenciada. Esse processo também é
regulado pela p53 e previne o acimulo de muta¢des associadas com a replicagao
ou agentes mutagénicos (Harfouche e Martin, 2010).

De modo semelhante, as CTTs sao ceélulas quiescentes e apresentam
baixa taxa de proliferacdo celular, fazendo com que se tornem refratarias aos

guimioterapicos que atuam no bloqueio do ciclo celular (Blagosklonny, 2005).
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Além disso, mecanismos antiapoptoticos relacionados a reguladores do
ciclo celular em CTTs também podem ser fundamentais para a
quimio/radiorresisténcia (Chappell e Dalton, 2010). Harper et al. (2010) descreveram
que o tratamento com diversos agentes quimioterapicos e radiacdo faz com que as
CTTs permanecam por mais tempo na fase G2, e concluiram que o checkpoint em
G2 pode ser o responsavel pelos processos que evitam a apoptose.

Dessa forma, o conhecimento sobre pontos de regulacdo celular
intensifica a busca por drogas antitumorais capazes de elevar a taxa de morte em
populacdes de CTTs resistentes, especialmente produtos naturais que blogueiam o
ciclo celular e ativam a cascata de apoptose.

1.4 Propriedades bioldgicas do fitoestrogeno Genisteina (GEN)

Os fitoestrogenos sdo compostos naturais  ndo-esteroidais
estruturalmente similares ao hormonio 17pB-estradiol, e tém despertado grande
interesse devido aos beneficios a salude associados ao consumo da soja (Cederroth
e Nef, 2009). Dentre os fitoestrégenos mais estudados esta a isoflavona genisteina
(GEN).

Atuando como agonista, a GEN interage com REs e desencadeia
efeitos estrogénicos similares ao 17p-estradiol no organismo. Por outro lado, agindo
como antagonista, é capaz de bloquear REs, competindo com o estr6geno
produzido endogenamente, de modo que, alguns dos efeitos farmacolédgicos da GEN
séo associados a sua atividade antiestrogénica (Miodini et al., 1999).

Além de interagir com REs, a GEN também exerce efeitos inibitérios
sobre uma grande variedade de proteinas quinase (Akiyama et al., 1987) e histidinas
guinase (Huang et al., 1992). Em geral, a GEN atua como inibidor competitivo da
adenosina trifosfato (ATP) na reacdo de fosforilagdo das quinases, entretanto, nao
compete com o0 substrato proteico. Dessa forma, seu amplo espectro de inibicao
sobre tirosino quinases € provavelmente atribuido ao dominio de ligagdo do ATP ser
altamente conservado (Ullrich e Schlessinger, 1990; Levitzki e Gazit, 1995).
Recentemente, Fang et al. (2016) realizaram um estudo fosfoprotedmico com células

MDA-MB-231 e apontaram que a GEN exerce efeitos antitumorais pela modulagéo
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de 332 sitios de fosforilagdo em 226 proteinas envolvidas em varios processos
biolégicos como ciclo celular, replicacdo do DNA, mitose e resposta a dano no DNA.

Na literatura, diversos estudos apontam que a GEN apresenta
atividade cardioprotetora, retarda a osteoporose e alivia sintomas da menopausa
(Evans et al., 2011; B Gencel et al., 2012). Além disso, varios trabalhos destacam
que a GEN apresenta propriedades apoptética, antioxidante, e antitumoral em
diversos tipos de cancer, tanto em estudos in vivo quanto in vitro (Sarkar e Li, 2002),
e atua também inibindo angiogénese e metastase (Fotsis et al., 1993; Shao et al.,
1998). Abordagens mais recentes apontam que a GEN também exerce efeitos
antitumorais via regulacdo de miRNAs (Vira et al., 2012; Srivastava et al., 2015) e
modulacdo epigenética (Aggarwal et al., 2015; Li e Sarkar, 2015).

Shao et al. (1998) estudando linhagens de CM tratadas e implantadas
in vivo, demonstraram que a GEN poderia reduzir o crescimento de células
estrogeno-dependentes (MCF-7) e também estrégeno-independentes (MDA-MB-
231), porém, tais efeitos foram mais evidentes somente em altas doses do
fitoestrégeno, as quais ndo podem ser alcangadas in vivo.

Sabe-se que os niveis de GEN no plasma ou no soro a partir da
ingestdo de alimentos contendo soja ou suplementos € cerca de 0,5 uM a 5 uM.
Considerando que parte da GEN pode estar ligada a proteinas séricas,
provavelmente a GEN biologicamente ativa deve estar em concentracdes
nanomolares (King e Bursill, 1998; Watanabe et al., 1998; Klein e King, 2007).
Embora as concentracdes fisiologicas de GEN alcancem apenas 5 uM, grande parte
da literatura ainda aposta em concentragdes muito altas para estudar os efeitos da
GEN frente ao cancer (Klein e King, 2007).

Além disso, os efeitos diretos da GEN em CTTs foram muito poucos
explorados. Montales et al. (2012) investigaram se o consumo de GEN em
camundongos pode alterar a quantidade de CTTs nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-
231. Eles observaram que a GEN inibe a formacdo de mamoesferas, e esse
processo envolve a via PTEN/PI3K/Akt, a qual ja foi relacionada a regulagdo da
auto-renovacgao de células-tronco por Korkaya et al. (2009).

Dessa forma, apesar das numerosas pesquisas a respeito dos efeitos
da GEN sobre o CM, os beneficios que essas isoflavonas podem produzir no

tratamento de carcinomas triplo-negativos ainda precisam ser mais explorados, dado
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que, o efeito inibitorio sobre tirosino-quinases utilizando doses fisioldgicas de GEN
pode representar uma propriedade potencialmente Gtil no combate as CTTs,

especialmente quando combinado com outras drogas quimioterapicas.

1.5 Doxorrubicina (DXR) e Radiacao lonizante (RAD)

No estudo de esquemas terapéuticos alternativos para o combate ao
cancer é conveniente investigar drogas e terapias ja empregadas na pratica clinica
em conjunto com novos componentes.

Dentre as drogas mais utilizadas no tratamento de tumores
metastaticos estd a doxorrubicina (DXR). A DXR é um antibidtico antraciclico
originalmente produzido por Streptomyces peucetius var. caesius destinado ao
tratamento de varios tipos de cancer, e dentre seus efeitos colaterais mais
importantes esta cardiopatia (Yang et al.,, 2014). Em geral, a DXR atua como
intercalante no DNA, inibindo a topoisomerase Il e formando liga¢cées cruzadas de
filamentos de DNA, sendo altamente citogenotdxica para tecidos com elevadas
taxas de mitose e proliferacdo (Fornari et al.,, 1994; Gewirtz, 1999). Além disso,
sabe-se que a DXR produz espécies reativas de oxigénio que também podem atacar
células normais e cancerigenas (Navarro et al., 2006).

De modo semelhante, o emprego da radiacdo ionizante (RAD) no
esquema terapéutico do CM também esta bastante consolidado. Sabe-se que a
exposicdo a RAD provoca principalmente quebras duplas no DNA, e também induz a
producdo de espécies reativas de oxigénio que levam ao estresse oxidativo (Little,
2006). Sabe-se também que a sensibilidade a RAD varia ao longo do ciclo celular.
Geralmente as células estdo mais sensiveis durante a fase G2/M com o checkpoint,
seguida pela fase G1. A fase menos sensivel é o periodo antes do final da fase S.
Assim, a maioria dos agentes quimio-radioterapicos induz morte celular pelo
bloqueio celular na fase G2/M (King, Jackson e Kirschner, 1994).

No entanto, diversos estudos apontam que CTTs de CM sé&o altamente
resistentes aos tratamentos quimio-radioterapicos convencionais (Debeb, Xu e
Woodward, 2009; Chuthapisith et al., 2010). Li e colaboradores (2008) observaram

gque amostras de core-biopsy obtidas de pacientes tratadas com quimioterapia
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neoadjuvante utilizando DXR apresentaram aumento significativo na porcentagem
de células CD44"/CD24 associado ao tratamento. Além disso, Yin & Glass (2011)
isolaram células CD44'/CD24 e ndo- CD44'/CD24" de culturas primarias e culturas
de linhagens (MCF-7 e MDA-MB-231) e apontaram que populacbes de CTTs séo
significativamente mais radio-resistentes do que as populacdes ndo-CTTs.

Nesse sentido, a pesquisa de produtos naturais com propriedades
antitumorais pode gerar novas estratégias a serem exploradas no combate de CTTs
resistentes, visto que compostos naturais geralmente oferecem menos toxicidade ao
paciente do que os tratamentos convencionais (Li et al., 2011). Para isso, estudos
utilizando esquemas de pré-tratamento e pos-tratamento permitem avaliar se 0s
compostos naturais proporcionam mais vantagens quando administrados antes ou

apos a radio-quimioterapia.

1.6 Determinacdo da citotoxicidade in vitro e aquisicdo de CTTs

A utilizacdo de esquemas terapéuticos baseados na combinacédo de
drogas tem grande importancia na pratica clinica. De modo geral, a combinacéo de
drogas visa alcancar um efeito terapéutico sinérgico dos elementos, levando a
reducdo da dose, da toxicidade ao paciente e da resisténcia. Dessa forma, a
pesquisa por novos desenhos terapéuticos representa um grande desafio na
oncologia (Dancey e Chen, 2006; Al-Lazikani, Banerji e Workman, 2012).

Na avaliagdo da sensibilidade de células tumorais frente aos
tratamentos, o ensaio de Viabilidade Celular € uma importante ferramenta (Price e
Mcmillan, 1990; Slavotinek, Mcmillan e Steel, 1994; Mueller, Kassack e Wiese,
2004). O teste € baseado na capacidade das células vivas metabolizarem um sal
soluvel tetrazolio (MTT) em cristais de formazan por meio de enzimas
desidrogenases mitocondriais. O método pode ser empregado na avaliacdo da
citotoxicidade, proliferacdo e ativacdo celular em cultura de células aderentes
(Mosmann, 1983).

Adicionalmente, no estudo de tratamentos combinados é essencial a
avaliacdo da interacdo dos elementos administrados, ou seja, observar se os efeitos

individuais sdo amplificados ou reduzidos quando as drogas sao aplicadas em
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conjunto. Para isso, o Coeficiente de Interagéo entre Drogas (CID) permite qualificar
as interacbes como: adicdo, antagonismo, ou sinergia (Chou, 2006; 2010). Por
definicdo, a interacdo é considerada aditiva ou nula quando o efeito resultante de
duas substancias A e B € simplesmente o somatoério dos seus efeitos individuais;
antagbnica quando o efeito resultante € menor do que o somatdrio dos efeitos
individuais; e sinérgica quando o efeito resultante é maior do que a somatoria dos
efeitos individuais (Berenbaum, 1989; Wagner e Ulrich-Merzenich, 2009).

Paralelamente, a investigacdo do ciclo celular e da apoptose é
fundamental para a avaliagdo da citotoxicidade frente aos tratamentos. Um método
bastante adotado é o ensaio de Ciclo Celular e Apoptose, 0 qual se baseia na
evolucdo da sintese de DNA ao longo do ciclo celular. Para isso, a quantificacao por
citometria de fluxo utilizando células marcadas com iodeto de propidio (PI), um
fluorocromo que se intercala no DNA estequiometricamente a cada quatro pares de
bases, permite contar células em estagios diferenciados, distinguindo células em
GO0/G1, S e G2/M. Além disso, o ensaio possibilita estudar a ocorréncia de células
apoptoéticas em estagio avancado, conhecidas como populacdo sub-G1l. Esta €&
caracterizada pela fragmentacdo e degradacdo do DNA, que é detectada pela
quantidade de DNA inferior a quantidade observada na fase GO/G1 (Ormerod, 1998;
Ormerod, 2002; Riccardi e Nicoletti, 2006).

A citometria de fluxo baseia-se em propriedades de fluorescéncia e
dispersdo de luz, e viabiliza a identificacdo e a contagem de células em diversas
aplicacdes (Bergquist et al., 2009), sendo fundamental também na deteccdo de
células CD44"/CD24 por imunofenotipagem (Greve et al., 2012).

Nesse contexto, a incorporacdo da citometria de fluxo a instrumentos
de separacdo celular propiciou um grande aperfeicoamento analitico levando ao
surgimento de técnicas robustas, como o fluorescence-activated cell sorting (FACS).
Dessa forma, a partir de uma suspensao celular heterogénea, o FACS permite
analisar e separar células vidveis com alto grau de pureza, de acordo com a
subpopulacdo desejada (Ibrahim e Van Den Engh, 2003), sendo amplamente
utilizado na obtencéo de células CD44'/CD24 e nd0-CD44"/CD24".
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente projeto tem como objetivo principal investigar os efeitos inibitérios in vitro
do fitoestrogeno genisteina sobre CTTs de CM triplo-negativo (linhagem MDA-MB-
231), tanto em tratamento isolado, quanto em combinagdo com DXT e RAD. Além
disso, busca-se também avaliar os mesmos efeitos em células de CM hormdonio-

positivas (linhagem MCF-7).

2.2 Especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos tratamentos (GEN, DXT, RAD, GEN+DXT,
DXR+GEN, GEN+RAD e RAD+GEN) utilizando os ensaios de Viabilidade
Celular (MTT).

e Avaliar o grau de interacdo entre os elementos GEN, DXR e RAD nos
tratamentos combinados por meio do CID obtido a partir da viabilidade
celular.

e Avaliar o possivel bloqueio do ciclo celular apés os tratamentos utilizando o
ensaio de Ciclo Celular (marcacédo com PI).

e Avaliar a propor¢cdo de células em apoptose avancada ap0Os os tratamentos
utilizando o ensaio de Apoptose (marcacao com Pl).

e Avaliar a porcentagem de CTTs apdés os tratamentos utilizando a
quantificacdo de células CD24/CD44" (imunofenotipagem com anti-CD24 e
anti-CD44).

e Obter populacdes de CTTs e ndo-CTTs a partir de tratamentos efetivamente
citotoxicos (FACS com anti-CD24 e anti-CD44).

e Avaliar a expressdo de 15 alvos génicos associados a inducdo de apoptose
(AIFM1, AKT1, APAF1, BAD, BAX, CASP3, CASP7, CASP8, CASP9, CFLAR,
CYCS, FADD, FAS, FASLG e TP53) por meio de qPCR com as populacdes
de CTTs e ndo-CTTs.

16



Materiais e Métodos



Materiais e Métodos

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Genisteina (GEN)

Neste estudo, a GEN (4',5,7-trihidroxiisoflavona) (C15H100s - CAS: 446-
72-0, Sigma) foi diluida em DMSO e mantida a -20°C protegida da luz (solucdo
estoque 100 mM). Foram utilizadas concentragdes de 1 pg/mL , 2,5 yg/mL e 5
pMg/mL de GEN. A concentragdo maxima de DMSO em meio completo foi 0,1% por

tratamento.

3.2 Doxorrubicina (DXR)

A solucéo reconstituida de cloridrato de DXR (Glenmark) foi diluida em
meio completo e logo utilizada nos tratamentos. Foram estudadas concentracdes de
1 ng/mL, 2 ng/mL e 5 ng/mL.

3.3 Radiacéo (RAD)

Foram aplicadas doses Unicas de 5 Gy e 10 Gy utilizando o irradiador
RS-2000 X-Ray (Rad Source®).

3.4 Dimetilsuféxido (DMSO - Controle do solvente)

Foi utilizada uma solucdo de DMSO 0,1% (CAS: 67-68-5 - Sigma) em
meio completo como controle de solvente por 24h.

3.5 Linhagens celulares

Foram utilizadas as linhagens tumorais MDA-MB-231 (carcinoma
humano triplo-negativo, mesenquimal) e MCF-7 (carcinoma humano hormonio-
positivo, luminal) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro, adquiridas

pelo Prof. Dr. Daniel Guimaraes Tiezzi (FMRP-USP). As células MDA-MB-231 foram
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cultivadas em frascos de poliestireno sem ventilagcdo (Kasvi) utilizando meio Lebovitz
(Sigma), enquanto, as células MCF-7 foram cultivadas em frascos de poliestireno
com ventilacdo (Kasvi) utilizando meio DMEM F12 (Gibco). Ambos os meios de
cultivo foram suplementados com 1% de antibidtico (penicilina e streptomicina -
Sigma) e 10% de soro bovino fetal (Gibco), e as culturas incubadas em estufa Umida
a 5% de CO, e a 37°C, até atingirem o estado de semiconfluéncia para serem

subcultivadas.

3.6 Confluéncia Celular

Para observar a cinética de proliferacdo celular das linhagens recém-
adquiridas, 1 milhdo de células semiconfluentes foram semeadas em frascos de
poliestireno com 25cm? (Kasvi) e incubadas em estufa tmida a 5% de CO, e a 37°C
até atingirem 100% de confluéncia celular.

3.7 Tratamentos

Na avaliacdo dos efeitos bioldgicos de cada composto, GEN, DXR e
DMSO 0,1% foram testados em cultura por 24h e 48h. J4 os ensaios com RAD
foram realizados 24h ap6s a irradiacdo. Na investigacdo dos tratamentos
combinados, foram utilizadas doses de 1 ng/mL de DXR e 10 Gy de RAD para a
linhagem MDA-MB-231. Para a linhagem MCF-7, foram utilizadas doses de 1 ng/mL
de DXR e 5 Gy de RAD. Em ambas linhagens, DXR e RAD foram administradas em
esquemas de pré-tratamento e pos-tratamento com GEN (Figura 2). Antes de cada

tratamento as células foram lavadas com PBS.
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Pré-tratamento

| 24h | 24h | 24h |
I I I I
Semeio 1 ciclo GEN DXR Experimentos
celular 1 pg/mL 1 ng/mL
2,5 pg/mL
5 pyg/mL
| 24h | 24h | 24h |
I I I I
Semeio 1 ciclo GEN RAD Experimentos
celular 1 pg/mL 5 Gy
2,5 pg/mL 10 Gy
5 pg/mL

Pés-tratamento

| 24h | 24h | 24h |
I I I I
Semeio 1 ciclo celular DXR GEN Experimentos
1 ng/mL 1 pg/mL
2,5 pg/mL
5 pg/mL
| 24h | 24h | 24h |
I I I I
Semeio 1 ciclo celular RAD GEN Experimentos
5 Gy 1 pg/mL
10 Gy 2,5 yg/mL
5 pg/mL

Figura 2: Esquema de pré e pds-tratamentos utilizando GEN, DXR e RAD.

3.8 Ensaio de Viabilidade Celular

No ensaio de Viabilidade Celular foi empregada a metodologia descrita
por Edmondson et al. (1988), onde as células foram semeadas em placas de 96
pocos (20 mil células/poco) permanecendo nessas condi¢cdes por 24h, lavadas com
PBS, e entdo submetidas aos tratamentos. Ao final dos tratamentos, as células
foram lavadas com PBS, sendo adicionado 100 yL de solugao MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] (5 mg/mL — Sigma), e incubadas por 4h
em estufa Uumida. Apdés o tombamento da placa, foram adicionados 100 pL de
solucdo solubilizadora (10% triton-100x; 50% &lcool isopropilico; 0,5% HCI; 35,5%
agua), deixando overnight em estufa amida. Por fim, foi feita a leitura colorimétrica

no instrumento SpectraMax 190 Absorbance Microplate Reader® (Molecular
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Devices) a A570 nm. A densidade Optica (D.O.) é diretamente proporcional ao
namero de células viaveis em cada tratamento. Foram consideradas doses ideais 0s
tratamentos que induziram pelo menos 65% de viabilidade. Foram inseridos controle
nao-tratado (Viabilidade 100%), controle de morte (Triton 100X 1%), controle do
solvente (DMSO 0,1%) e controle do meio de cultura (Branco). A Viabilidade Celular

foi calculada em relacéo ao Controle:

% de Viabilidade Celular = [(D.O. tratamento) — (D.O. branco)] x100
(D.O. controle) — (D.O. branco)

3.9 Andlise da interacdo entre tratamentos in vitro

O coeficiente de interacdo entre drogas (CID) foi utilizado para analisar
o carater da interacdo dos elementos GEN, DXR e RAD nos tratamentos
combinados. O calculo do CID para cada tratamento combinado utilizou a seguinte

formula:

CID = AB / (AxB)

Onde..

AB representa a taxa de viabilidade celular do tratamento combinado, em relacdo ao
controle;

A e B representam as taxas de viabilidade celular dos tratamentos isolados, em
relacédo ao controle;

A taxa de viabilidade celular do controle é igual a 1.

Dessa forma, as interacdes foram definidas como: efeito aditivo quando
CID = 1, efeito antagbnico quando CID > 1, efeito sinérgico quando CID < 1 e efeito
sinérgico significativo quando CID < 0,7 (Chou, 2010; Wong et al., 2013; Sun et al.,
2014).
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3.10 Ensaio do Ciclo Celular e Apoptose

As células foram semeadas em placas de 12 pocgos utilizando meio
completo (40 mil células/poco) e permaneceram nessas condi¢cdes por 24h. Apds a
adeséao das células, houve a lavagem com PBS e adicdo de meio sem soro bovino
fetal, permanecendo nessas condi¢des por 24h para a sincronizacao do ciclo celular.
Em seguida, foram administrados os tratamentos. No final de cada ensaio, as
células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e centrifugadas a 1200 r.p.m. por 5
minutos. Descartado o sobrenadante, o sedimento celular foi lavado com PBS e
fixado com etanol 70% por pelo menos 30 minutos a 4°C. Apos a fixacéo, as células
foram centrifugadas a 2200 r.p.m. por 10 minutos. O pellet foi reidratado com 1 mL
de PBS, centrifugado novamente, e ressuspendido em 45 uL de PBS. Foram
adicionados 5 uL de RNase (2 mg/mL - Sigma) e 50 yL de Pl (100 pg/mL — Life
Tech). Apds 15 minutos de incubacéo a 37°C, as células foram lidas no citbmetro de
fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences®). A fluorescéncia vermelha do PI foi
observada por filtro de 585/42 nm, e a intensidade de fluorescéncia emitida foi
mensurada em escala linear de 256 canais. Foram contadas pelo menos 10° células.

A analise dos dados foi feita usando o software ModFit LT 3.3.11®.

3.11 Imunonofenotipagem com anti-CD44 e anti-CD24

As células foram semeadas em placas de 6 pocos (50 mil
células/poco), permanecendo nessas condi¢cdes por 24h, e entdo submetidas aos
tratamentos. Ao final, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas,
centrifugadas a 1200 r.p.m. por 5 minutos e ressuspendidas em 200 uL de PBS. As
células foram incubadas com os anticorpos anti-CD44-APC (BD Pharmingen™) e
anti-CD24-PE (BD Pharmingen™) por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro
e lavadas com PBS. Além disso, foi preparado um tubo controle n&o-tratado
contendo anticorpos 1gG-APC (BD Pharmingen™) e 1gG-PE (BD Pharmingen™)
para calibracdo da citometria. Por fim, as células foram analisadas em citbmetro de
fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences®). Foram contadas pelo menos 10° células. A
aquisicdo dos dados foi realizada usando o software FlowJo® (TreeStar, USA).
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3.12 FACS com anti-CD44 e anti-CD24

As células foram semeadas em discos de cultura (4 milhdes de
células/disco), permanecendo nessas condicbes por 24h, e entdo submetidas aos
tratamentos. De modo semelhante a imunofenotipagem, as células foram lavadas
com PBS, tripsinizadas, centrifugadas a 1200 r.p.m. por 5 minutos e ressuspendidas
em 200 pyL de PBS. As células foram incubadas com os anticorpos anti-CD44-APC
(BD Pharmingen™) e anti-CD24-PE (BD Pharmingen™) por 20 minutos a
temperatura ambiente no escuro e lavadas com PBS. Além disso, foi preparado um
tubo controle ndo-tratado contendo anticorpos IgG-APC (BD Pharmingen™) e 1gG-
PE (BD Pharmingen™) para calibracéo da citometria. Por fim as populacées CD24"
/ICD44" e nd0-CD247/CD44" foram obtidas utilizando o equipamento FACS Aria (BD

Biosciences®). Foram adquiridas pelo menos 2x10° células de cada populacéo.

3.13 PCR quantitativa em tempo real

O RNA total foi extraido utilizando TRIzol® (Life Tech), quantificado
utiizando o NanoDrop 2000® (Thermo Scientific), e estocado a -80° C até o
momento da andlise. Em seguida, para a obtencédo do cDNA, foi realizada a Reacéo
em Cadeia da Polimerase via Transcriptase Reversa utilizando o kit comercial High
Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems), no equipamento
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). As condi¢des de reacao foram
25 °C por 10 min, 37 °C por 2 h, 85 °C por 5 min e 4 °C por «. A partir do cDNA
obtido das amostras, foi realizada a amplificacdo por Reagdo em Cadeia de
Polimerase Quantitativa em Tempo Real (gRT-PCR)com a utilizacdo do kit
comercial Tagman® Universal PCR Master Mix (Life Tech), no equipamento 7500
FAST Real-Time PCR System® (Applied Biosystems). As condi¢cdes de reacgao
foram 50 °C por 20 seg e 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg
e 60 °C por 1 min. Foram quantificadas a expresséo de 15 alvos génicos utilizando
primers especificos ja inventariados (Tabela 1), adquiridos em placas TagMan®
Array Human 96-well FAST Plate (Life Tech). O Cy (threshold cycle) foi calculado
utilizando 25 ng de cDNA, obtidas a partir de trés amostras de cada tratamento. O
gene 18S ribossomal foi utilizado como controle do RNA enddgeno, onde cada

amostra foi normalizada de acordo com a quantidade de 18S. O C+ foi definido pelos
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nameros de ciclos no qual o sinal fluorescente gerado pela clivagem do probe
ultrapassa um valor fixo durante a fase log da curva de amplificacdo que esteja
acima da linha basal (threshold). Com base no método de Quantificacdo Relativa
(Livak e Schmittgen, 2001) foi realizado o calculo da expresséo relativa de cada

gene usando a seguinte equacao:

Quantidade Relativa = 2 ~44¢r

Tabela 1: Lista de alvos génicos investigados, agrupados de acordo com a funcdo na apoptose.

Gene Nome do Gene Funcao (Lﬁgiaégﬁ@)
18S 18S ribossomal Controle endégeno Hs99999901 sl
TP53 tumor protein p53 (Supfehses‘;'ﬂﬁmral) Hs01034249_m1
AKT1 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 8;@;';%(:2; Hs00178289_m1l
APAF1 apoptotic peptidase activating factor 1 Via intrinseca Hs00559441_m1l
BAD BCL2-associated agonist of cell death Via intrinseca Hs00188930_m1
BAX BCL2-associated X protein Via intrinseca Hs00180269_m1
CYCs cytochrome c, somatic Via intrinseca Hs01588973_m1
CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator Via extrinseca Hs01116280_m1
FADD Fas (TNFRSF6)-associated via death domain Via extrinseca Hs00538709_m1
FAS Fas cell surface death receptor Via extrinseca Hs00531110_m1
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6) Via extrinseca Hs00181225_ml

CASP8  caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase Caspase iniciadora Hs01018151_m1l
CASP9  caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase Caspase iniciadora Hs00154260_m1
CASP3  caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase Caspase efetora Hs00234387_m1

CASP7  caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase Caspase efetora Hs00169152_m1

apoptosis-inducing factor, mitochondrion-

AIFM1 associated, 1

Efetor independente Hs00377585_m1
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3.14 Analises estatisticas

Os cultivos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como meédia + desvio-padrdo. Foram realizadas comparacdes quanto a linhagem
tumoral (MDA-MB-231 e MCF-7), quanto as doses de tratamento (GEN 1 uyM, 2,5 uM
e 5 uM; DXR 1 ng/mL, 5 ng/mL e 10 ng/mL; RAD 5 Gy e 10 Gy), quanto ao tipo de
tratamento (GEN, DXR, RAD, GEN+DXR, DXR+GEN, GEN+RAD, RAD+GEN,
DMSO1% e controle ndo-tratado), quanto ao tempo de tratamento (24h e 48h), e
quanto a propor¢cdo de CTTs (CD24/CD44" e n&o-CD247/CD44%). Nas andlises
foram aplicados testes de Andlise de Variancia (one-way ANOVA), teste de Dunett,
teste de Tukey, teste t Student, correlacdo linear de Pearson e regressao linear.
Foram empregadas razdes de probabilidade calculadas com intervalo de confianca
(IC) de 95% utilizando o software Prism verséo 5.1 (GraphPad Software®).

25



Resultados



Resultados

4 RESULTADOS

4.1 Confluéncia Celular

Apbs o semeio das células sem quaisquer tratamentos (tempo O dias),
foi observado que o tempo de cultivo necessario para as linhagens MDA-MB-231 e
MCF-7 atingirem 70% de confluéncia foram 3 e 4 dias, respectivamente (Figuras 3 e
4). Ja a confluéncia total foi obtida em 4 e 5 dias de cultivo, respectivamente.

Figura 3: Linhagem MDA-MB-231 com 70% de confluéncia
celular ap6s 72h de cultivo. Aumento de 200x.

Figura 4: Linhagem MCF-7 com 70% de confluéncia celular
apos 96h de cultivo. Aumento de 200x.
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4.2 Viabilidade Celular

Foram utilizados esquemas de tratamento isolado e combinado para as
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, seguida da avaliacdo da viabilidade celular pela
reducao do MTT. Foram realizados tratamentos de 24h e 48h utilizando GEN (1 uM,
25 uyM e 5 yM) e 24h utilizando DXR (1 ng/mL, 2 ng/mL e 5 ng/mL). Os
experimentos com RAD (5 Gy e 10 Gy) foram realizados apds 24h da irradiacéo.

Para a linhagem MDA-MB-231, foi observado que apenas o0s
tratamentos GEN 1 pM 24h, GEN 1 pM 48h, RAD 10 Gy e DXR 1 ng/mL + GEN 5
MM reduziram a viabilidade significativamente em comparagdo ao controle de vida
(P1 <0,001) (Tabela 2).

Tabela 2: Analise da Viabilidade Celular na linhagem MDA-MB-231 comparando Tratamentos em
relacdo aos Controles.

Viabilidade

Tratamentos (X% + DP) P1 P2 P3
Controle de Vida 100+ 0 - - -
Controle de Morte 1,27 £ 0,95 <0,001* - -
DMSO 0,1% 100,70 £ 5,5 ns <0,001* -
1uM GEN 24h 81,87 £ 5,26 <0,001* <0,001* <0,001*
2,5uM GEN 24h 96,06 + 2,45 ns <0,001* ns
5uM GEN 24h 102,30 £ 2,19 ns <0,001* ns
1ng/mL DXR 24h 111,20 £ 2,03 <0,001* <0,001* <0,001*
2ng/mL DXR 24h 113,20 +£ 2,37 <0,001* <0,001* <0,001*
5ng/mL DXR 24h 117,70+ 2,71 <0,001* <0,001* <0,001*
1uM GEN 48h 88,04 + 3,23 <0,001* <0,001* <0,001*
2,5uM GEN 48h 99,69 + 2,26 ns <0,001* ns
5uM GEN 48h 106,80 + 4,67 ns <0,001* ns
5Gy RAD 24h 126,20 £ 4,31 <0,001* <0,001* <0,001*
10Gy RAD 24h 78,39 + 9,87 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 98,58 + 3,37 ns <0,001* ns
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 102,10 + 3,04 ns <0,001* ns
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 101,20 £ 2,45 ns <0,001* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 128,10 £ 2,74 <0,001* <0,001* <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 126,20 + 3,04 <0,001* <0,001* <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 81,82 + 3,16 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+RAD 10Gy 24h 103,20 +£ 4,49 ns <0,001* ns
GEN 2,5uM 24h+RAD 10Gy 24h 141,80 £ 2,91 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 5uM 24h+RAD 10Gy 24h 140,60 + 2,60 <0,001* <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 1uM 24h 109,10 + 4,05 <0,01* <0,001* <0,05*
RAD 10Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 143,40 + 8,94 <0,001* <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 5uM 24h 134,40 + 5,37 <0,001* <0,001* <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Comparacéo de Dunnett com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padréo; 1: Tratamentos versus
Controle de Vida; 2: Tratamentos versus Controle de Morte; 3: Tratamentos versus DMSO 0,1%; ns: estatisticamente nao
significativo; *: estatisticamente significativo.
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Os tratamentos com DXR e os poés-tratamentos DXR 1 ng/mL + GEN 1
MM e DXR 1 ng/mL + GEN 2,5 uM provocaram aumento significativo na viabilidade
celular da MDA-MB-231 em relagcdo com controle (P1 <0,05). A dose de RAD 5 Gy e
os demais tratamentos combinados com RAD também elevaram a viabilidade celular
significativamente (P1 <0,05) (Tabela 2).

Comparando as viabilidades produzidas em cada dose de GEN (Tabela
3), foi observado que houve diferencas significativas nos tratamentos por 24h (P1,
P2 e P3 <0,05), assim como nos tratamentos por 48h (P1 e P2 <0,05), tal modo que,
0 aumento na dose de GEN provoca aumento na viabilidade da MDA-MB-231 em
24h e 48h (P1, P2 e P3 <0,05) (Tabela 3).

Tabela 3: Analise da Viabilidade% em MDA-MB-231 de acordo com a dose de GEN, DXR e RAD.

Viabilidade com GEN (X% + DP)

Tempo 1M 2,5 UM 5 uM P1 P2 P3
24h 81,87 +5,26 96,06 + 2,45 102,30 + 2,19 <0,001*  <0,001* <0,05*
48h 88,04 = 3,23 99,69 + 2,26 106,80 + 4,67 <0,001*  <0,001* <0,01*

e e Viabilidade com DXR (X% + DP) P4 ps5 PG

1 ng/mL 2 ng/mL 5 ng/mL
24h 111,20 + 2,03 113,20 + 2,37 117,70+ 2,71 ns <0,001* <0,05*
Viabilidade com RAD (X% + DP)
Tempo P7
5 Gy 10 Gy
24h 126,20 + 4,31 78,39 + 9,87 <0,001*

P: Teste-t ndo-pareado, Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN
1uM  versus GEN 2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5uM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; 4: DXR 1ng/mL versus DXR
2ng/mL; 5: DXR 1ng/mL versus DXR 5ng/mL; 6: DXR 2ng/mL versus DXR 5ng/mL; 7: RAD 5Gy versus RAD 10Gy; ns:
estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.

A andlise da viabilidade celular em relagcdo ao tempo de tratamento
apontou diferenga significativa nas doses de GEN 1 uM e 2,5 uM (P <0,05), onde o
aumento do tempo de exposicdo a GEN elevou a taxa de viabilidade celular da

linhagem MDA-MB-231 (Tabela 4).

Tabela 4: Andlise da Viabilidade% em células MDA-MB-231 de acordo com o tempo de tratamento
com GEN.

Viabilidade (X% + DP)

GEN 24h 48h P

1uM 81,87 £5,26 88,04 + 3,23 0,0345*
2,5uM 96,06 + 2,45 99,69 + 2,26 0,0235*

5uM 102,30 £ 2,19 106,80 + 4,67 0,0562

P: Teste-t ndo-pareado com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; *: estatisticamente significativo.
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Comparando as viabilidades produzidas em cada dose de GEN (Tabela
5) foi observado que néo houve diferenca estatistica nas viabilidades celulares nos
pré-tratamentos combinados com DXR na linhagem MDA-MB-231. Além disso, 0s
pos-tratamentos DXR 1 ng/mL + GEN 1 uM e DXR 1 ng/mL + GEN 2,5 yM também
nao produziram diferengas na viabilidade celular, entretanto, o0 aumento da dose de
GEN em DXR 1 ng/mL + GEN 5 pM reduziu significativamente a viabilidade da MDA-
MB-231 para 81,82% (p <0,001) (Tabela 5).

Quanto aos tratamentos combinados com RAD, a dose de GEN 1 uM
em ambos pré e pos-tratamentos apresentou reducdo significativa na viabilidade em
relagéo as doses de 2,5 uM e 5 uyM (p <0,001) (Tabela 5).

Tabela 5: Analise da Viabilidade% na linhagem MDA-MB-231 comparando a variacdo da dose de
GEN nos tratamentos combinados.

Viabilidade em GEN (X% + DP)

Tratamentos M 2,5 UM 5 UM P1 P2 P3
(GEN 24h+DXR 24h) 98,58 +3,37 102,1+3,04 101,2+2,45 ns ns ns
(DXR 24h+GEN 24h) 128,1+2,74 126,2+3,04 81,82+3,16 ns <0,001* <0,001*
(GEN 24h+RAD 24h) 103,2+4,49 141,8+291 140,6+2,60 <0,001* <0,001* ns
(RAD 24h+GEN 24h) 109,1+£4,05 143,4+£8,94 134,4+5,37 <0,001* <0,001* ns

P: Teste One-Way ANOVA com a=0,05 e Teste de Tukey; X% + DP: Média% #* Desvio Padrédo; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5uM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatisticamente ndo significativo; *:
estatisticamente significativo.

A analise dos pré-tratamentos em relacdo aos poOs-tratamentos em
MDA-MB-231 apresentou diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) (Tabela

6), exceto nos tratamentos combinados com RAD nas doses de GEN 1 uM e 2,5 uM.

Tabela 6: Analise da Viabilidade comparando Tratamentos combinados na linhagem MDA-MB-231.

Viabilidade (X% + DP)

Doses pré-tratamento poés-tratamento p
(GEN 24h + DXR 24h) (DXR 24h + GEN 24h)
1uM 98,58 + 3,37 128,10 £ 2,74 <0,001*
2,5 uM 102,10 + 3,04 126,20 + 3,04 <0,001*
5uM 101,20 + 2,45 81,82 + 3,16 <0,001*
Viabilidade (X% + DP)
Doses pré-tratamento poés-tratamento p
(GEN 24h + RAD 24h) (RAD 24h + GEN 24h)
1uM 103,20 + 4,49 109,10 + 4,05 ns
2,5 uM 141,80+ 2,91 143,40 + 8,94 ns
5uM 140,60 + 2,60 134,40 + 5,37 <0,05*

P: Teste One-Way ANOVA com a=0,05 e Teste de Tukey; X% + DP: Média% * Desvio Padrao; p: GEN+DXR versus
DXR+GEN; ns: estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.
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Para a linhagem MCF-7, foi observado que todos os tratamentos com
irradiacao reduziram significativamente a viabilidade em comparagéao ao controle de
vida (P1 <0,001). No entanto, os tratamentos isolados ou combinados com DXR né&o
provocaram reducao na taxa de viabilidade, exceto o pos-tratamento DXR 1 ng/mL +
GEN 5 uM, o qual resultou em expressiva morte celular (P1 <0,001). De modo geral,
os tratamentos com GEN induziram significativa elevagédo na viabilidade celular na
MCF-7 (Tabela 7).

Tabela 7: Andlise da Viabilidade Celular na linhagem MCF-7 comparando Tratamentos em relagao
aos Controles.

Tratamentos V(')&(l;: Ifgg‘; P1 P2 P3
Controle de Vida 100% = O - - -
Controle de Morte 0,84 £ 0,74 <0,001* - -
DMSO 0,1% 101,80+ 1,29 ns <0,001* -
1uM GEN 24h 104,30 £ 2,77 ns <0,001* ns
2,5uM GEN 24h 118,30 £ 1,25 <0,001* <0,001* <0,001*
5uM GEN 24h 116,90 + 1,34 <0,001* <0,001* <0,001*
1ng/mL DXR 24h 107,10+ 2,11 <0,01* <0,001* ns
2ng/mL DXR 24h 113,50+ 1,54 <0,001* <0,001* <0,001*
5ng/mL DXR 24h 104,60 + 1,56 ns <0,001* ns
1uM GEN 48h 195,00 + 3,95 <0,001* <0,001* <0,001*
2,5uM GEN 48h 182,80 + 8,54 <0,001* <0,001* <0,001*
5uM GEN 48h 180,00 + 5,47 <0,001* <0,001* <0,001*
5Gy RAD 24h 84,36 + 1,27 <0,001* <0,001* <0,001*
10Gy RAD 24h 73.34 + 2,87 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 100,70 £ 2,07 ns <0,001* ns
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 101,10+ 1,20 ns <0,001* ns
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 101,50 £ 1,67 ns <0,001* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 101,70+ 1,20 ns <0,001* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 99,96 + 1,30 ns <0,001* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 64,91 + 4,15 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+RAD 5Gy 24h 83,48 + 1,95 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 2,5uM 24h+RAD 5Gy 24h 88,56 + 0,71 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 5uM 24h+RAD 5Gy 24h 85,07 + 1,63 <0,001* <0,001* <0,001*
RAD 5Gy 24h+GEN 1uM 24h 82,38+ 1,76 <0,001* <0,001* <0,001*
RAD 5Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 90,91+ 0,82 <0,001* <0,001* <0,001*
RAD 5Gy 24h+GEN 5uM 24h 88,24 + 1,18 <0,001* <0,001* <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Comparagao de Dunnett com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padréo; 1: Tratamentos versus
Controle de Vida; 2: Tratamentos versus Controle de Morte; 3: Tratamentos versus DMSO 0,1%; ns: estatisticamente néo
significativo; *: estatisticamente significativo.

Os tratamentos isolados com GEN 1 uyM, 2,5 yM e 5 uM por 24h

apresentaram respectivamente 104,30%, 118,30% e 116,90% de viabilidade celular

na MCF-7, sendo observado que GEN 1 uM n&o diferiu significativamente do
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controle de vida (Tabela 8), porém o aumento da dose para 2,5 yM e 5 uyM provocou
aumento significativo na viabilidade celular (P1 <0,001) (Tabela 8). As mesmas
doses de GEN por 48h produziram respectivamente viabilidades de 195,00%,
182,80% e 180,00%, onde o aumento da dose provocou tendéncia de diminuicao da
viabilidade celular (P1 <0,001) (Tabela 8).

Tabela 8: Analise da Viabilidade % em MCF-7 de acordo com a dose de GEN, DXR e RAD.

Viabilidade com GEN (X% + DP)

Tempo 1M 2,5 M 5 M P1 P2 P3
24h 104,30 + 2,77 118,30+ 1,25 116,90+ 1,34  <0,001* <0,001* ns
48h 195,00 * 3,95 182,80 + 8,54 180,00 + 5,47 <0,05* <0,01* ns

Tempo Viabilidade com DXR (X% + DP) P4 ps5 PG

1 ng/mL 2 ng/mL 5 ng/mL
24h 107,10+ 2,11 113,50 + 1,54 104,60 +1,56  <0,001* ns <0,001*
Viabilidade com RAD (X% + DP)
Tempo P7
5 Gy 10 Gy
24h 84,36 + 1,27 73,34 +£2,70 <0,001*

P: Teste-t ndo-pareado, Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padréo; 1: GEN
1uM  versus GEN 2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5uM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; 4: DXR 1ng/mL versus DXR
2ng/mL; 5: DXR 1ng/mL versus DXR 5ng/mL; 6: DXR 2ng/mL versus DXR 5ng/mL; 7: RAD 5Gy versus RAD 10Gy; ns:
estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.

Comparando a viabilidade celular em relacdo a dose de GEN (Tabela
9), foi observado que o aumento na concentracdo ndo afeta a viabilidade no pré-
tratamento com DXR nas células MCF-7. Por outro lado, no poés-tratamento o
aumento da concentragcao para GEN 5 pM reduziu significativamente a viabilidade
para 64,91% (P2 e P3 <0,001). Comparando os tratamentos irradiados foram
observadas variagdes significativas principalmente em relagédo a dose GEN 2,5 yM

(P1 e P3<0,01) (Tabela 9).

Tabela 9: Analise da Viabilidade% na linhagem MCF-7 comparando a variacdo da dose de GEN nos
tratamentos combinados.

Viabilidade em GEN (X% + DP)

Tratamentos 1M 2,5 M 5 uM P1 P2 P3
(GEN 24h+DXR 24h)  100,7 £2,07 101,1+1,20 101,5%1,67 ns ns ns
(DXR 24h+GEN 24h) 101,7+1,20 99,96+1,30 64,91+4,15 ns <0,001* <0,001*
(GEN 24h+RAD 24h) 83,48+1,95 8856+0,71 8507+1,63 <0,001* ns <0,01*
(RAD 24h+GEN 24h) 82,38+1,76 90,91+0,82 88,24+1,18 <0,001* <0,001* <0,01*

P: Teste One-Way ANOVA com a=0,05 e Teste de Tukey; X% + DP: Média% + Desvio Padrao; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5puM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatisticamente nado significativo; *:

estatisticamente significativo.

32



Resultados

A andlise dos pré-tratamentos em relacdo aos pos-tratamentos em
MCF-7 apresentou diferencas estatisticamente significativas (Tabela 10). O pos-
tratamento DXR + GEN 5 uM provocou morte significativa em comparagcéao ao pré-
tratamento (p <0,001). Por outro lado, os pré-tratamentos GEN 2,5 yM + 10 Gy e
GEN 2,5 yM + 10Gy induziram ligeira reducéo na viabilidade em comparagcdo com

0S respectivos pos-tratamentos (p <0,01) (Tabela 10).

Tabela 10: Anadlise da Viabilidade comparando Tratamentos combinados na linhagem MCF-7.

Viabilidade (X% + DP)

Doses pré-tratamento pés-tratamento p
(GEN 24h + DXR 24h) (DXR 24h + GEN 24h)
1uM 100,70 £ 2,07 101,70 £ 1,20 ns
2,5 uM 101,10+ 1,20 99,96 + 1,30 ns
5uM 101,50 + 1,67 64,91 £4,15 <0,001*
Viabilidade (X% * DP)
Doses pré-tratamento pos-tratamento p
(GEN 24h + RAD 24h) (RAD 24h + GEN 24h)
1uM 83,48 + 1,95 82,38+ 1,76 ns
2,5 uM 88,56 + 0,71 90,91 + 0,82 <0,01*
5uM 85,07 + 1,63 88,24 + 1,18 <0,01*

P: Teste One-Way ANOVA com a=0,05 e Teste de Tukey; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; p: GEN+DXR versus
DXR+GEN; ns: estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.

Analisando as diferencas na viabilidade entre as linhagens celulares
(Tabela 11), foi observado que células MDA-MB-231 apresentaram viabilidade
significativamente menor do que células MCF-7 apls os tratamentos isolados com
GEN por 24h e 48h (P <0,001). Além disso, foi apontado que células MCF-7 sofrem
intensa morte celular na dose de RAD 5 Gy, ao contrario das células MDA-MB-231
(P <0,001). Nao houve diferencas significativas quanto aos pré-tratamentos para
ambas as linhagens, entretanto, células MDA-MB-231 apresentaram significativo

aumento na viabilidade associado ao pés-tratamento (P <0,001) (Tabela 11).
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Tabela 11: Andlise da Viabilidade% comparando as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7.

Resultados

Viabilidade (X% + DP)

Tratamentos P
MDA-MB-231 MCF-7
Controle de Vida 100% + 0 100% = 0 1,000
Controle de Morte 1,27 £ 0,95 0,84 +0,74 0,642
DMSO 0,1% 100,70% + 5,5 101,80 £ 1,29 0,408
1uM GEN 24h 81,87 + 5,26 104,30 + 2,77 <0,001*
2,5uM GEN 24h 96,06 + 2,45 118,30+ 1,25 <0,001*
5uM GEN 24h 102,30 £ 2,19 116,90+ 1,34 <0,001*
1ng/mL DXR 24h 111,20 £ 2,03 107,10+ 2,11 0,006*
2ng/mL DXR 24h 113,20 £ 2,37 113,50 £ 1,54 0,779
5ng/mL DXR 24h 117,70+ 2,71 104,60 + 1,56 <0,001*
1uM GEN 48h 88,04 + 3,23 195,00 + 3,95 <0,001*
2,5uM GEN 48h 99,69 + 2,26 182,80 + 8,54 <0,001*
5uM GEN 48h 106,80 + 4,67 180,00 + 5,47 <0,001*
5Gy RAD 24h 126,20 £ 4,31 84,36 + 1,27 <0,001*
10Gy RAD 24h 78,39 + 9,87 73,34 £ 2,87 0,256
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 98,58 + 3,37 100,70 £+ 2,07 0,221
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 102,10 + 3,04 101,10+ 1,20 0,465
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 101,20 £ 2,45 101,50 + 1,67 0,820
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 128,10 £ 2,74 101,70+ 1,20 <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 126,20 + 3,04 99,96 + 1,30 <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 81,82 + 3,16 64,91 + 4,15 <0,001*

P: Teste-t ndo-pareado com 0=0,05, X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; *: estatisticamente significativo.

4.3 Interacéo entre os tratamentos GEN, DXR e RAD

A investigacdo dos efeitos da interacdo entre os componentes GEN,
DXR e RAD nos tratamentos combinados utilizou os resultados de Viabilidade
Celular em MDA-MB-231 e MCF-7. Dessa forma, a partir do calculo do CID, as
interacOes foram definidas como: efeito aditivo quando CID = 1; efeito antagbnico
quando CID > 1; efeito sinérgico quando CID < 1 e efeito sinérgico significativo
quando CID < 0,7 (Figura 6).

Em MDA-MB-231, a andlise dos tratamentos combinados em relacdo aos
tratamentos isolados apresentou diferencas estatisticamente significativas na
viabilidade celular (Tabela 12), sendo observado que nos tratamentos combinados
com DXR, a dose de GEN 5 pM exerceu efeitos sinérgicos em ambos pré e pos-
tratamentos (CID <1). Além disso, no tratamento GEN 2,5 uM + DXR houve adi¢éo
(CID <1, estatisticamente nao significativo) (Tabela 12). Por outro lado, nas

combinacdes expostas a radiacdo, os efeitos de GEN em combinacdo com RAD
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apresentaram atividades antagbnicas (CID >1), tal modo que, a morte celular
induzida pelo tratamento isolado com RAD é superior aos tratamentos combinados
com GEN (P5, P6, P7 e P8 <0,001).

A andlise dos tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados em MCF-7 apresentou diferencas estatisticamente significativas na
viabilidade celular (Tabela 13). De modo geral, os efeitos de GEN em combinacéo
com RAD ou DXR apresentaram atividades sinérgicas em todas as doses testadas
(CID <1), com destaque para o pés-tratamento DXR + GEN 5 uM, que obteve forte
sinergia na reducgdo da viabilidade celular (CID <0,7). No entanto, a respeito dos
tratamentos irradiados, a morte celular induzida pelos tratamentos combinados com
GEN né&o superou o tratamento isolado com 5 Gy (P5, P6, P7 e P8 <0,001) (Tabela
13).
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Tabela 12: Avaliacdo dos efeitos da interagéo entre os componentes GEN, DXR e RAD na linhagem MDA-MB-231 por meio do CID.

Viabilidade (X% + DP)

Dose pré GEN 24h DXR 24h P1 P2 CID (X £ DP) P9
(GEN 24h + DXR 24h) (2 ng/mL)

1M 98,58 + 3,37 81,87 5,26 <0,001* <0,001* 1,08 + 0,05 <0,001*
2,5 UM 102,10 + 3,04 96,06 * 2,45 111,20 + 2,03 <0,01* <0,001* 0,96 + 0,02 ns

5 uM 101,20 £ 2,45 102,30 £ 2,19 ns <0,001* 0,89 + 0,02 <0,001*
Dose o 4hpSSGEN 24h) GEN 24h (?);F; /zn‘]‘t‘) P3 P4 CID (X  DP) P9
1M 128,10 + 2,74 81,87 £ 5,26 <0,001* <0,001* 1,41 £ 0,09 <0,001*
2,5 UM 126,20 + 3,04 96,06 * 2,45 111,20 + 2,03 <0,001* <0,001* 1,18 £ 0,02 <0,001*
5 uM 81,82 + 3,16 102,30 £ 2,19 <0,001* <0,001* 0,72 0,01 <0,001*
Dose (GEN 2 4hpieR AD 24h) GEN 24h (1FéAGDy) P5 P6 CID (X + DP) P9
1M 103,20 + 4,49 81,87 £ 5,26 <0,001* <0,001* 1,63 £ 0,23 <0,001*
2,5 UM 141,80 2,01 96,06 + 2,45 78,39 + 9,87 <0,001* <0,001* 1,91 +£0,24 <0,001*
5 uM 140,60 + 2,60 102,30 £ 2,19 <0,001* <0,001* 1,78 £ 0,22 <0,001*
Dose (RAD 2 4hpSSGEN 24h) GEN 24h (1Ff)Ac3Dy) P7 P8 CID (X + DP) P9
1M 109,10 + 4,05 81,87 £ 5,26 <0,001* <0,001* 1,73 £0,25 <0,001*
2,5 UM 143,40 + 8,94 96,06 + 2,45 78,39 + 9,87 <0,001* <0,001* 1,92 0,19 <0,001*
5 uM 134,40 £ 5,37 102,30 £ 2,19 <0,001* <0,001* 1,69 £ 0,18 <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA com 0=0,05 e Teste de Tukey; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; CID: Coeficiente de Interacéo entre Drogas; 1: GEN+DXR versus GEN 24h; 2: GEN+DXR
versus DXR 24h; 3: DXR+GEN versus GEN 24h; 4: DXR+GEN versus DXR 24h; 5: GEN+RAD versus GEN 24h; 6: GEN+RAD versus RAD 24h; 7: RAD+GEN versus GEN 24h; 8:
RAD+GEN versus RAD 24h; 9: CID versus Controle=1; CID = 1: efeito aditivo; CID > 1: efeito antagdnico; CID < 1: efeito sinérgico. ns: estatisticamente nao significativo; *; estatisticamente
significativo.



Tabela 13: Avaliacdo dos efeitos da interagéo entre os componentes GEN, DXR e RAD na linhagem MCF-7 por meio do CID.

Viabilidade (X% + DP)

Dose pré GEN 24h DXR 24h P1 P2 CID (X £ DP) P9
(GEN 24h + DXR 24h) (1 ng/mL)

1M 100,70 + 2,07 104,30 £ 2,77 <0,05* <0,001* 0,90 + 0,02 <0,001*
2,5 UM 101,10 + 1,20 118,30 + 1,25 107,10+ 2,11 <0,001* <0,001* 0,80 £ 0,01 <0,001*
5 uM 101,50 + 1,67 116,90 + 1,34 <0,001* <0,05* 0,81 £ 0,01 <0,001*
Dose e 4hpfSGEN 24h) GEN 24h (2>§F§ /f:[‘) P3 P4 CID (X + DP) P9
1M 101,70 £ 1,20 104,30 £ 2,77 ns <0,001* 0,91 £ 0,03 <0,001*
2,5 UM 99,96 + 1,30 118,30 + 1,25 107,10+ 2,11 <0,001* <0,001* 0,79 £ 0,01 <0,001*
5 uM 64,91 t 4,15 116,90 + 1,34 <0,001* <0,001* 0,52 £ 0,02 <0,001*
Dose (GEN 2 4hp:-eR AD 24h) GEN 24h (Egg) P5 P6 CID (X + DP) P9
1M 83,48 + 1,95 104,30 £ 2,77 <0,001* ns 0,95 £ 0,02 <0,001*
2,5 UM 88,56 + 0,71 118,30 + 1,25 84,36 + 1,27 <0,001* <0,001* 0,89 £ 0,02 <0,001*
5 uM 85,07 + 1,63 116,90 + 1,34 <0,001* ns 0,86 £ 0,01 <0,001*
Dose (RAD 2 4hpgsGEN 24h) GEN 24h (E'g) P7 P8 CID (X + DP)

1M 82,38 + 1,76 104,30 £ 2,77 <0,001* ns 0,94 £ 0,02 <0,001*
2,5 UM 90,91 t 0,82 118,30 + 1,25 84,36 + 1,27 <0,001* <0,001* 0,91 £ 0,01 <0,001*
5 uM 88,24 + 1,18 116,90 + 1,34 <0,001* <0,001* 0,89 £ 0,01 <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA com a=0,05 e Teste de Tukey; X% + DP: Média% * Desvio Padrédo; 1: GEN+DXR versus GEN 24h; 2: GEN+DXR versus DXR 24h; 3: DXR+GEN versus GEN
24h; 4: DXR+GEN versus DXR 24h; 5: GEN+RAD versus GEN 24h; 6: GEN+RAD versus RAD 24h; 7: RAD+GEN versus GEN 24h; 8: RAD+GEN versus RAD 24h; 9: CID versus
Controle=1; CID = 1: efeito aditivo; CID > 1: efeito antagdnico; CID < 1: efeito sinérgico; CID < 0,7: efeito fortemente sinérgico; ns: estatisticamente ndo significativo; *: estatisticamente
significativo.
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4.4 Apoptose

Foram utilizados esquemas de tratamento isolado e combinado para as
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, realizando tratamentos de 24h com GEN (1 uM,
2,5 uM e 5 uM) e 24h utilizando DXR (1 ng/mL). Os experimentos com RAD (5 Gy e
10 Gy) foram realizados ap6s 24h da irradiacdo. Apos cada tratamento, foi feita a
avaliacdo da porcentagem de apoptose por meio da marcacdo do DNA com Pl e
leitura em citdmetro de fluxo. Células em apoptose avancada estdo em fase Sub-G1.

Para a linhagem MDA-MB-231, foi observado que dentre os
tratamentos isolados, apenas GEN 1 uyM por 24h provocou aumento significativo na
apoptose em relacdo ao controle (P1 <0,001). Além disso, as doses de GEN 1 uM e
5 UM nos pré e pos-tratamentos com DXR também induziram apoptose
estatisticamente significativa em comparagao ao controle (P1 <0,05). De modo geral,
os tratamentos combinados com RAD provocaram forte elevacdo na taxa de
apoptose em relacdo ao controle, exceto os pré-tratamentos com GEN 1 uM e 5 upM
(P1 <0,001) (Tabela 14).

Tabela 14: Andlise da Apoptose na linhagem MDA-MB-231 comparando Tratamentos em relagdo aos
Controles.

Apoptose

Tratamentos (X% + DP) P1 P2
Controle 0,11+0,19 - -
DMSO 0,1% 0,91+1,81 ns -

1uM GEN 24h 13,10 + 4,38 <0,001* <0,001*

2,5uM GEN 24h 0,38 £ 0,65 ns ns

5uM GEN 24h 0,76 + 0,94 ns ns

1ng/mL DXR 24h 2,96 + 3,54 ns ns

10Gy RAD 24h 1,09+1,88 ns ns

GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 9,24 + 3,46 <0,05* ns

GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 2,81+4,70 ns ns

GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 9,25+ 3,23 <0,05* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 12,59 + 2,35 <0,001* <0,001*

DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 0,0+0,0 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 9,60 £ 3,78 <0,01* <0,01*

GEN 1uM 24h+RAD 10Gy 24h 1,50 £ 2,59 ns ns
GEN 2,5uM 24h+RAD 10Gy 24h 30,47 + 16,45 <0,001* <0,001*

GEN 5uM 24h+RAD 10Gy 24h 4,49 + 3,79 ns ns
RAD 10Gy 24h+GEN 1uM 24h 26,29 + 6,05 <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 17,61 +1,96 <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 5uM 24h 16,93 £ 3,07 <0,001* <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Comparacgao de Dunnett com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; 1: Tratamentos versus
controle; 2: Tratamentos versus DMSO 0,1%; ns: estatisticamente ndo significativo; *: estatisticamente significativo.
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Comparando a taxa de apoptose em relagdo a dose de GEN (Tabela
15), foi observado que o aumento da concentragdo provocou reducao significativa na
apoptose de células MDA-MB-231 (P1 e P2 <0,001). Analisando os pré-tratamentos
GEN + DXR, ndo houve diferencas estatisticas na taxa de apoptose em relacéo a
dose de GEN. No entanto, o pés-tratamento DXR + GEN 2,5 uM apresentou forte
reducao na apoptose em relagéo as doses de GEN 1 uM e 5 uM (P1 e P3 <0,001). A
respeito dos tratamentos combinados com RAD, foi observado que o pré-tratamento
com GEN 2,5 uM induziu taxas de apoptose significativamente maiores em relacao
as demais doses em células MDA-MB-231 (P1 e P3 <0,01). O mesmo efeito foi
observado no pos-tratamento com GEN 1 uM (P1 e P2 <0,05) (Tabela 15).

Tabela 15: Andlise da Apoptose% na linhagem MDA-MB-231 comparando a variagdo da dose de
GEN nos tratamentos.

Apoptose em GEN (X% + DP)

Tratamentos 1M 2,5 UM 5 uM P1 P2 P3

GEN 24h 13,10 + 4,38 0,38 £ 0,65 0,76 £0,94 <0,001* <0,001* ns

GEN 24h + DXR 24h 9,24 + 3,46 2,81 +4,70 9,25+ 3,23 ns ns ns
DXR 24h + GEN 24h 12,59+ 2,35 0,0+0,0 9,60 + 3,78 <0,01* ns <0,01*

GEN 24h + RAD 24h 1,50 + 2,59 30,47 + 16,45 4,493,779 <0,01* ns <0,01*
RAD 24h + GEN 24h 26,29 =+ 6,05 17,61+ 1,96 16,93 £ 3,07 <0,05* <0,05* ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padrédo; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2 GEN 1pM versus GEN 5uM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatistcamente no significativo; *:
estatisticamente significativo.

Na andlise dos tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados em células MDA-MB-231 (Tabela 16), foi observado que o pés-tratamento
DXR +GEN 1 uM apresentou aumento significativo da apoptose em relacdo ao
tratamento isolado com DXR (P5 <0,01). Além disso, os pré e pés-tratamento com
GEN 5 uM também provocaram aumento significativo da taxa de apoptose de
células MDA-MB-231 em comparacgao aos tratamentos isolados GEN 5 yM e DXR 1
ng/mL (P2 e P4 <0,01). A respeito dos tratamentos irradiados, os pés-tratamentos
apresentaram taxas de apoptose significativamente maiores que o0s tratamentos
isolados GEN e RAD (P9 e P10 <0,01) (Tabela 16).
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Tabela 16: Analise da Apoptose% comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MDA-MB-231.

Apoptose (X% + DP)

Doses (pré-tratamento) (pOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1uM 9,24 + 3,46 12,59 £ 2,35 13,10 £ 4,38 ns ns ns ns <0,01*
2,5uM 2,81+£4,70 0,0+0,0 0,38+0,65 2,96+354 ns ns ns ns ns
5uM 9,25+ 3,23 9,60 £ 3,78 0,76 £ 0,94 ns <0,01* ns <0,01* ns
Apoptose (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (pOs-tratamento) RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (10 Gy)
1uM 1,50 = 2,59 26,29 £ 6,05 13,10 + 4,38 <0,001* <0,05* ns <0,05* <0,001*
2,5uM 30,47 £ 16,45 17,61 +1,96 0,38 £ 0,65 1,09+ 1,88 ns <0,05* <0,05* <0,01* <0,01*
5uM 4,49 £ 3,79 16,93 + 3,07 0,76 £ 0,94 <0,001* ns ns <0,001* <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com 0=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente nao significativo; *: estatisticamente significativo.



Resultados

Comparando as taxas de apoptose na linhagem MCF-7, foi observado
que todos os tratamentos isolados apresentaram aumento significativo em
comparacao ao controle (P1 <0,05) (Tabela 17). O mesmo efeito foi observado nos
tratamentos combinados com DXR (P1 <0,05), exceto nos tratamentos GEN 5 yM +
DXR e DXR + GEN 1 uM. Dentre os tratamentos irradiados, apenas GEN 5 uyM +
RAD e RAD + GEN 2,5 uyM apresentaram aumento significativo da apoptose em

relacédo ao controle (P1 <0,05) (Tabela 17).

Tabela 17: Analise da Apoptose% na linhagem MCF-7 comparando Tratamentos em relagdo aos
Controles.

Apoptose

Tratamentos (X% + DP) P1 P2
Controle 0,56 + 0,66 - -
DMSO 0,1% 2,64 +2,03 ns -
1uM GEN 24h 27,34 £ 12,66 <0,001* <0,01*
2,5uM GEN 24h 14,76 £ 2,39 <0,05* ns
5uM GEN 24h 26,48 + 4,59 <0,01* <0,01*
1ng/mL DXR 24h 20,04 +£ 14,38 <0,05* <0,05*
5Gy RAD 24h 17,68 £+ 8,65 <0,05* ns
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 25,41 + 4,82 <0,05* <0,05*
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 37,42 + 25,32 <0,001* <0,01*
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 7,31 +£5,39 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 291+157 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 29,62 + 6,87 <0,001* <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 15,98 £ 4,10 <0,01* <0,01*
GEN 1uM 24h+RAD 5Gy 24h 2,90 + 3,45 ns ns
GEN 2,5uM 24h+RAD 5Gy 24h 1,03+1,81 ns ns
GEN 5uM 24h+RAD 5Gy 24h 2498 £12,55 <0,05* <0,05*
RAD 5Gy 24h+GEN 1uM 24h 5,94 + 3,25 ns ns
RAD 5Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 55,30 + 8,26 <0,001* <0,001*
RAD 5Gy 24h+GEN 5uM 24h 6,47 + 1,92 ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Comparacéo de Dunnett com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padrdo; 1: Tratamentos versus
Controle; 2: Tratamentos versus DMSO 0,1%; ns: estatisticamente ndo significativo; *: estatisticamente significativo.
Analisado as taxas de apoptose produzidas em cada dose de GEN
(Tabela 18), foi observado que a variagdo na concentracdo ndo produz diferencas
estatisticas nos tratamentos isolados com GEN e os tratamentos combinados com
DXR na linhagem MCF-7. No entanto, nos pos-tratamentos, o aumento da dose de
GEN provocou forte inducdo de apoptose, principalmente na concentracédo de GEN
25 uM (P1, P2 e P3 <0,05). Nos tratamentos combinados com RAD, houve

destaque do tratamento 5 Gy + GEN 2,5 yM, o qual apresentou taxas de apoptose
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significativamente mais altas em relacdo as demais doses (P1 e P3 <0,001). Além
disso, nos pré-tratamentos GEN + 5 Gy, o aumento da dose para GEN 5 yM também
provocou aumento significativo da apoptose em relacdo as doses de GEN 1 pM e
2,5 uM (P2 e P3 <0,01) (Tabela 18).

Tabela 18: Analise da Apoptose% na linhagem MCF-7 comparando a variacdo da dose de GEN nos
tratamentos.

Apoptose em GEN (X% = DP)

Tratamentos P1 P2 P3
1uM 2,5 uM 5 uM

GEN 24h 27,34 £ 12,66 14,76 + 2,39 26,48 + 4,59 ns ns ns

GEN 24h + DXR 24h 25,41 + 4,82 37,42 + 25,32 7,31 +5,39 ns ns ns

DXR 24h + GEN 24h 291+157 29,62 + 6,87 15,98 + 4,10 <0,001* <0,05* <0,05*
GEN 24h + RAD 24h 2,90 + 3,45 1,03+1,81 24,98 + 12,55 ns <0,01* <0,01*
RAD 24h + GEN 24h 5,94 + 3,25 55,30 + 8,26 6,47 + 1,92 <0,001* ns  <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% #* Desvio Padrédo; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5pM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatisticamente nado significativo; *:
estatisticamente significativo.

Na andlise dos tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados na linhagem MCF-7 (Tabela 19), foi observado que, de modo geral, os
tratamentos combinados com DXR n&o apresentam aumento significativo na taxa de
apoptose em relacdo aos tratamentos. Além disso, ndo houve diferencas estatisticas
entre pré e pos-tratamentos, exceto em GEN 1 uM + DXR, o qual apresentou taxa
de apoptose significativamente maior que DXR + GEN 1 yM (P1 <0,05) (Tabelal9).

A respeito dos tratamentos irradiados, nao houve diferencas
estatisticas entre tratamentos isolados e combinados com GEN 5 uM. Por outro
lado, os tratamentos combinados com GEN 1 pyM apresentaram apoptose
significativamente menor do que os tratamentos isolados (P7, P8, P9 e P10 <0,05).
Além disso, a dose GEN 2,5 uM apresentou diferencas estatisticas entre todos os
tratamentos, com destaque para o poés-tratamento RAD + GEN 2,5 uM, o qual
provocou a taxa de apoptose mais elevada em células MCF-7 (P6, P7, P8, P9 e P10
<0,05) (Tabela 19).
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Tabela 19: Analise da Apoptose% comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MCF-7.

Apoptose (X% + DP)

Doses (pré-tratamento) (poOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h (1 P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h ng/mL)
TuM 25,41 £ 4,82 291157 27,34 £ 12,66 <0,05* ns ns <0,05* ns
2,5uM 37,42 £ 25,32 29,62 £ 6,87 14,76 + 2,39 20,04 £ 14,38 ns ns ns ns ns
5uM 7,31 £ 5,39 15,98 + 4,10 26,48 £ 4,59 ns <0,01* ns <0,05* ns
Apoptose (X% + DP)
Bises (pré-tratamento) (p6s-tratamento) RAD 24h P6 p7 P8 P9 P10
GEN24h +RAD 24n  |AD 200+ GEN GEN 24h (5 Gy)
1uM 2,90 £ 3,45 5,94 + 3,25 27,34 £ 12,66 ns <0,01* <0,05* <0,01* <0,05*
2,5uM 1,03+1,81 55,30 £ 8,26 14,76 + 2,39 17,68 + 8,65 <0,001* <0,01* <0,05* <0,001* <0,001*
5uM 24,98 £ 12,55 6,47 £ 1,92 26,48 £ 4,59 ns ns ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente n&o significativo; *: estatisticamente significativo.
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Analisando as diferencas na apoptose entre as linhagens celulares
(Tabela 20), foi observado que, apds os tratamentos isolados, células MDA-MB-231
apresentaram taxas significativamente mais baixas em relacdo as células MCF-7 (P
<0,03), exceto no tratamento com GEN 1 uM, o qual ndo houve diferencas
estatisticas (P =0,1393).

Além disso, os tratamentos combinados GEN 1 uM + DXR e DXR +
GEN 2,5 pM produziram taxas de apoptose significativamente mais baixas em
células MDA-MB-231 em relacdo a MCF-7. Por outro lado, o pos-tratamento DXR +
GEN 1 pM induziu aumento estatisticamente significativo da apoptose em células
MDA-MB-231 em relacdo a MCF-7 (P <0,05). Os tratamentos combinados com GEN
5 uM nédo produziram diferencas estatisticas nas taxas de apoptose entre as

linhagens estudadas (Tabela 20).

Tabela 20: Andlise da Apoptose% comparando as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7.

Apoptose (X% + DP)

Tratamentos P
MDA-MB-231 MCF-7
Controle 0,11 +0,19 0,56 + 0,66 0,2411
DMSO 0,1% 0,91+1,81 2,64 + 2,03 0,2519
1uM GEN 24h 13,10 + 4,38 27,34 + 12,66 0,1393
2,5uM GEN 24h 0,38 + 0,65 14,76 + 2,39 <0,0001*
5uM GEN 24h 0,76 £ 0,94 26,48 + 4,59 <0,0001*
1ng/mL DXR 24h 2,96 + 3,54 20,04 + 14,38 0,0375*
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 9,24 + 3,46 25,41 + 4,82 0,0099*
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 2,81 +4,70 37,42 + 25,32 0,0805
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 9,25 + 3,23 7,31 + 5,39 0,6071
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 12,59+ 2,35 291+1,57 0,0041*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 0,0+0,0 29,62 + 6,87 0,0189*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 9,60 + 3,78 15,98 + 4,10 0,0897

P: Teste-t pareado e ndo-pareado com 0=0,05, X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; *: estatisticamente significativo.

4.5. Ciclo Celular

Foram utilizados esquemas de tratamento isolado e combinado para as
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, aplicando GEN (1 pM, 2,5 yM e 5 uM) por 24h e
DXR (1 ng/mL) por 24h. Os experimentos com RAD (5 Gy em MCF-7 e 10 Gy em
MDA-MB-231) foram realizados apos 24h da irradiacdo. Em seguida, foi feita a
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avaliagdo da porcentagem de células nas fases GO/G1, S e G2/M do ciclo celular por
meio da marcagao do DNA com PI e leitura por citometria fluxo.

Foi observado que células MDA-MB-231 controle apresentaram niveis
de fases GO/G1, S e G2/M respectivamente 50,31 %, 43,89 % e 5,80 %, sendo
GO0/G1 > S > G2/M (P1, P2 e P3 <0,001). Analisando as diferencas entre os valores
das fases GO/G1, S e G2/M em cada tratamento (Tabela 21), foi observado que a
fase GO/G1 foi estatisticamente maior que as fases S e G2/M em todos os
tratamentos isolados (P1 e P2 <0,01), exceto em RAD 24h, onde a fase GO/G1 foi
estatisticamente menor do que as fases S e G2/M (P1 e P2 <0,01). Além disso, a
fase G2/M em RAD 24h foi significativamente maior do que as fases GO/G1 e S (P2
e P3 <0,001). Nos tratamentos isolados com GEN 2,5 yM e DXR 1 ng/mL, a fase
G2/M foi significativamente menor do que as fases GO/G1 e S (P2 e P3 <0,001)
(Tabela 21).

A respeito dos tratamentos combinados com DXR, de modo geral, ndo
houve diferencas estatisticas entre fases S e G2/M. Por outro lado, nos tratamentos
irradiados GEN 1 uM + 10 Gy e GEN 5 uM + 10 Gy foi observado forte aumento de
células na fase G2/M em relacdo a fase GO/G1 e S (P2 e P3 <0,05) (Tabela 21).

Comparando as fases GO/G1 em relacdo ao controle na linhagem
MDA-MB-231, foi observado que apenas o0s tratamentos irradiados variaram
significativamente. Os tratamentos RAD 10 Gy, GEN 1 yM + 10 Gy e GEN 5 uM + 10
Gy provocaram reducdo, enquanto GEN 2,5 uM + 10 Gy induziu aumento
significativo da fase G1/GO (P1 <0,001) (Tabela 22).

Comparando as fases S relagdo ao controle, varios tratamentos
induziram significativa diminuicdo, especialmente os pré-tratamentos irradiados (P1
<0,05). Por outro lado, comparando as fases G2/M relacdo ao controle, de modo
geral, os tratamentos induziram significativa elevacdo na proporcao celular (P1
<0,05) (Tabela 22).
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Tabela 21: Analise das fases G0/G1, S e G2/M do ciclo celular na linhagem MDA-MB-231.

Tratamentos F&SOZ S%/S)l (XEZS;DSP) '(:;f; iGSQ;I P1 P2 P3
Controle 50,31+ 1,93 43,89+ 1,74 5,80 £ 0,65 <0,001* <0,001* <0,001*
DMSO 0,1% 48,87 £ 1,54 47,34 + 2,68 3,57+291 ns <0,001* <0,001*
1uM GEN 24h 51,76 + 0,22 24,19 + 2,30 24,05 + 2,22 <0,001* <0,001* ns
2,5uM GEN 24h 49,02 £ 2,76 32,89 + 4,89 18,09 + 2,45 <0,01* <0,001* <0,01*
5uM GEN 24h 54,46 + 2,21 25,47 + 4,85 20,08 + 3,02 <0,001* <0,001* ns
1ng/mL DXR 24h 49,57 £ 10,04 33,27 £9,30 17,16 + 8,98 <0,05* <0,001* <0,05*
10Gy RAD 24h 10,47 £ 2,52 26,85 + 3,83 62,68 + 4,62 <0,01* <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 47,97 + 3,38 23,16 + 2,80 28,86 + 3,77 <0,001* <0,01* ns
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 50,18 + 2,74 31,69 + 19,09 18,13 + 16,43 ns ns ns
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 45,21+ 1,59 25,02 £ 4,60 29,77 + 3,65 <0,01* <0,01* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 46,16 + 2,78 26,35+ 3,52 27,49 +212 <0,001* <0,001* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 50,70 + 3,75 36,03 £ 9,64 13,27 £ 11,61 ns <0,01* <0,05*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 43,96 + 2,85 2577+ 3,14 30,27 £ 0,41 <0,001* <0,01* ns
GEN 1uM 24h+RAD 10Gy 24h 13,93 + 3,70 21,26 +1,98 64,81 + 3,04 ns <0,001* <0,001*
GEN 2,5uM 24h+RAD 10Gy 24h 84,19+7,21 15,78 + 7,25 0,03 + 0,05 <0,001* <0,001* <0,05*
GEN 5uM 24h+RAD 10Gy 24h 13,38 £ 1,77 21,11 +1,60 65,50 + 0,17 <0,01* <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 1uM 24h 39,96 + 24,67 26,93 + 14,72 33,11 £ 39,00 ns ns ns
RAD 10Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 56,68 + 6,83 36,38 + 7,47 6,95+ 1,92 <0,01* <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 5uM 24h 59,58 + 6,82 34,10 £ 11,08 6,33 £ 5,03 <0,01* <0,001* <0,01*

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padréo; 1: Fase GO/G1 versus Fase S; 2: Fase GO/G1 versus Fase G2/M; 3: Fase S versus Fase
G2/M; ns: estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 22: Analise das Fases do Ciclo Celular na linhagem MDA-MB-231 comparando Tratamentos em relagcao aos Controles.

Tratamentos F&SOZ S%’S)l P1 P2 (XiZS:DSP) P1 P2 ?)"’(f}f félp'\;' P1 P2
Controle 50,31 +1,93 - - 43,89 + 1,74 - - 5,80 + 0,65 - -
DMSO 0,1% 48,87 + 1,54 ns - 47,34 + 2,68 ns - 367+291 ns -
1uM GEN 24h 51,76 £ 0,22 ns ns 24,19 + 2,30 <0,001* <0,001* | 24,05+2,22 <0,001* <0,001*
2,5uM GEN 24h 49,02 + 2,76 ns ns 32,89 +4,89 ns <0,05* 18,09 £ 2,45 <0,05* <0,05*
5uM GEN 24h 54,46 + 2,21 ns ns 25,47 + 4,85 <0,001* <0,001* | 20,08 + 3,02 <0,01* <0,01*
1ng/mL DXR 24h 49,57 + 10,04 ns ns 33,27 +£9,30 <0,05* <0,01* 17,16 + 8,98 <0,05* <0,01*
10Gy RAD 24h 10,47 £2,52 <0,001* <0,001* | 26,85+ 3,83 <0,01* <0,01* 62,68 +4,62 <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h | 47,97 + 3,38 ns ns 23,16 £ 2,80 <0,05* <0,05* 28,86 + 3,77  <0,001* <0,001*
GEN 2,5uM 24h+DXR1ng/mL 24h | 50,18 + 2,74 ns ns 31,69 £ 19,09 ns ns 18,13 + 16,43 ns <0,05*
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h | 45,21 + 1,59 ns ns 25,02 + 4,60 <0,05* <0,05* 29,77 +3,65 <0,001* <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h | 46,16 + 2,78 ns ns 26,35 + 3,52 <0,01* <0,05* 27,49+2,12 <0,001* <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN2,5uM 24h | 50,70 + 3,75 ns ns 36,03 +9,64 ns ns 13,27 +11,61 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h | 43,96 + 2,85 ns ns 25,77 £ 3,14 <0,01* <0,05* 30,27 +0,41 <0,001* <0,001*
GEN 1uM 24h+RAD 10Gy 24h 13,93+3,70 <0,001* <0,001* | 21,26+1,98 <0,05* <0,01* 64,81 +3,04 <0,001* <0,001*
GEN 2,5uM 24h+RAD 10Gy 24h 84,19+7,25 <0,001* <0,001* | 15,78 +7,25 <0,05* <0,05* 0,03 + 0,05 ns ns
GEN 5uM 24h+RAD 10Gy 24h 13,38 +1,77 <0,001* <0,001* | 21,11+1,60 <0,05* <0,01* 65,50 +0,17 <0,001* <0,001*
RAD 10Gy 24h+GEN 1uM 24h 39,96 + 24,67 ns ns 26,93 + 14,72 ns <0,05* | 33,11 + 39,00 ns ns
RAD 10Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 56,68 + 6,83 ns ns 36,38 + 7,47 ns ns 6,95+ 1,92 ns ns
RAD 10Gy 24h+GEN 5uM 24h 59,58 + 6,82 ns ns 34,10 + 11,08 ns ns 6,33 + 5,03 ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Comparagdo de Dunnett com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; 1: Tratamentos versus Controle; 2: Tratamentos versus DMSO 0,1%; ns:

estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.



Resultados

Analisando a quantidade de células encontradas na fase GO/G1 na
linhagem MDA-MB-231, de acordo com cada dose de GEN (Tabela 23), foi
observado que apenas a dose de GEN 2,5 uM produz diferengas estatisticas em
relacdo as doses GEN 1 pM e 5 uyM no tratamento isolado com GEN (P3 <0,05). O
mesmo efeito foi encontrado na fase G2/M (P1 e P3 <0,001) no pré-tratamento GEN
2,5uM + 10 Gy (P1 e P3 <0,001).

Tabela 23: Analise das Fases do Ciclo Celular na linhagem MDA-MB-231 comparando a variagao da

dose de GEN nos tratamentos.

Fase GO/G1 em GEN (X% + DP)

Tratamentos 1M 2,5 M 5 uM P1 P2 P3
GEN 24h 51,76 £ 0,22 49,02 + 2,76 54,46 + 2,21 ns ns <0,05*

GEN 24h + DXR 24h  4797+3,38 50,18+2,74 45,21 £+ 1,59 ns ns ns

DXR 24h + GEN 24h 46,16 + 2,78 50,70 + 3,75 43,96 + 2,85 ns ns ns
GEN 24h + RAD 24h  13,93+3,70 84,19+7,21 13,38+ 1,77 <0,001* ns <0,001*

RAD 24h + GEN 24h  39,96+24,67 56,68 + 6,83 59,58 + 6,82 ns ns ns

Tratamentos Fase S em GEN (X% * DP) P1 P2 P3

1 uM 2,5 uM 5 uM

GEN 24h 24,19+230 32,89+4,89 25,47 + 4,85 ns ns ns

GEN 24h + DXR 24h  23,16+2,80 31,69+19,09 25,02+ 4,60 ns ns ns

DXR 24h + GEN 24h 26,35+ 3,52 36,03 + 9,64 25,77 £ 3,14 ns ns ns

GEN 24h + RAD 24h  21,26+1,98 15,78 +7,25 21,11 +1,60 ns ns ns

RAD 24h + GEN 24h 26,93 £14,72 36,38 + 7,47 34,1+11,08 ns ns ns

Tratamentos Fase G2/M em GEN (X% = DP) Bl B2 p3

1uM 2,5 yM 5 uM

GEN 24h 24,05+2,22 18,09 +2,45 20,08 + 3,02 ns ns ns

GEN 24h + DXR 24h 28,86+ 3,77 18,13+16,43 29,77 + 3,65 ns ns ns

DXR 24h + GEN 24h  27,49+2,12 13,27+11,61 30,27 10,41 ns ns ns
GEN 24h + RAD 24h 64,81 + 3,04 0,03 £ 0,05 65,50+ 0,17 <0,001* ns <0,001*

RAD 24h + GEN 24h 33,11 + 39,0 6,95+ 1,92 6,33+ 5,03 ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5pM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatisticamente nado significativo; *:
estatisticamente significativo.

Na andlise dos tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados na linhagem MDA-MB-231, foi observado que os tratamentos combinados
com DXR reduziram significativamente a fase GO/G1 em relagdo ao tratamento com
GEN 5 uM isolado (P2 e P4 <0,01). Por outro lado, foi observado que os tratamentos
combinados com RAD 10 Gy nao provocaram diminuicdo na fase GO/G1, tal modo
que, o tratamento isolado com RAD foi 0 mais efetivo na reducédo de células GO/G1
(P8 e P10 <0,001) (Tabela 24).
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Tabela 24: Andlise da %Fase GO/G1 comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MDA-MB-231.

Fase GO/G1 (X% = DP)

Doses (pré-tratamento) (poOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1uM 47,97 + 3,38 46,16 + 2,78 51,76 £ 0,22 ns ns ns ns ns
2,5uM 50,18 + 2,74 50,70 £ 3,75 49,02 + 2,76 49,57 + 10,04 ns ns ns ns ns
5uM 45,21 £ 1,59 43,96 * 2,85 54,46 £ 2,21 ns <0,01* ns <0,001* ns
Fase GO/G1 (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (p6s-tratamento) RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (10 Gy)
1uM 13,93+ 3,70 39,96 + 24,67 51,76 £ 0,22 ns <0,05* ns ns ns
2,5uM 84,19+ 7,21 56,68 + 6,83 49,02 £ 2,76 10,47 £ 2,52 <0,01* <0,001* <0,001* ns <0,001*
5uM 13,38+ 1,77 59,58 + 6,82 54,46 + 2,21 <0,001* <0,001* ns ns <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com 0=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente nao significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 25: Andlise da %Fase S comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MDA-MB-231.

Fase S (X% = DP)

Doses (pré-tratamento) (poOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1uM 23,16 £ 2,80 26,35+ 3,52 24,19 + 2,30 ns ns ns ns ns
2,5uM 31,69 + 19,09 36,03 +9,64 32,89 + 4,89 33,27 £ 9,30 ns ns ns ns ns
5uM 25,02 £ 4,60 25,77 £ 3,14 25,47 + 4,85 ns ns ns ns ns
Fase S (X% = DP)
Doses (pré-tratamento) (po6s-tratamento) RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (10 Gy)
1uM 21,26 + 1,98 26,93 + 14,72 24,19+ 2,30 ns ns ns ns ns
2,5uM 15,78 + 7,25 36,38 £ 7,47 32,89 £ 4,89 26,85 + 3,83 <0,05* <0,05* ns ns ns
5uM 21,11 +1,60 34,10+ 11,08 25,47 + 4,85 ns ns ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com 0=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente nao significativo.



Resultados

Analisando os tratamentos combinados em relagdo aos tratamentos
isolados quanto a fase S na linhagem MDA-MB-231 (Tabela 25), foi observado que o
pré-tratamento GEN 2,5 uM foi significativamente menor que os demais tratamentos
(P6 e P7 <0,05).

Analisando os tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados quanto a fase G2/M na linhagem MDA-MB-231 (Tabela 26), foi observado
gue os tratamentos combinados com DXR elevaram significativamente a fase G2/M
em relacdo ao tratamento com GEN 5 yM isolado (P2 e P4 <0,01). Por outro lado, foi
observado que os tratamentos combinados com RAD 10 Gy n&o provocaram
aumento na fase G2/M, tal modo que, o tratamento isolado com RAD 10 Gy também
foi 0 mais efetivo (P8 e P10 <0,001) (Tabela 26).

Em células MCF-7, o controle ndo-tratado apresentou niveis de fases
GO0/G1, S e G2/M respectivamente 59,22%, 32,88% e 7,90%, sendo GO/G1 > S >
G2/M (P1, P2 e P3 <0,001). Analisando as diferencas entre os valores das fases
GO0/G1, S e G2/M em cada tratamento (Tabela 27), foi observado que a fase S foi
estatisticamente maior que as fases GO/G1 e G2/M em todos os tratamentos
isolados (P1 e P2 <0,01), exceto em RAD 24h, o qual a fase GO/G1 foi
estatisticamente maior (P1 e P2 <0,01).

A respeito dos tratamentos combinados, nao houve diferengas
estatisticas entre fases S e G2/M nas doses de GEN 1 uM e 5 uM. (Tabela 27).

Comparando as fases GO/G1 relacdo ao controle na linhagem MCF-7
(Tabela 28), foi observado que os tratamentos isolados provocaram aumento
significativo na fase S (P1 <0,01), exceto em RAD 5 Gy, onde a fase S apresentou
forte reducdo (Pl <0,001). Nos tratamentos combinados com DXR, os pré-
tratamentos ndo mostraram diferencas estatisticas em relacdo ao controle. J& os
pés-tratamentos e os tratamentos irradiagdo, de modo geral, apresentaram forte
aumento na fase GO/G1 e reduc¢ao na fase S (P1 <0,05) (Tabela 28).
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Tabela 26: Andlise da %Fase G2/M comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MDA-MB-231.

Fase G2/M (X% = DP)

Doses (pré-tratamento) (poOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
TuM 28,86 =+ 3,77 27,49 +2,12 24,05+ 2,22 ns ns ns ns ns
2,5uM 18,13 £ 16,43 13,27 £ 11,61 18,09 £ 2,45 17,16 £ 8,98 ns ns ns ns ns
5uM 29,77 £ 3,65 30,27 £ 0,41 20,08 £ 3,02 ns <0,01* ns <0,01* ns
Fase G2/M (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (poOs-tratamento) RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (10 Gy)
1uM 64,81 + 3,04 33,11 £ 39,00 24,05+ 2,22 ns <0,01* ns ns ns
2,5uM 0,03 £ 0,05 6,95 + 1,92 18,09 + 2,45 62,68 £ 4,62 <0,001* <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
5uM 65,50 £ 0,17 6,33 £ 5,03 20,08 £ 3,02 <0,001* <0,001* ns <0,001* <0,001*

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com 0=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus

GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente nao significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 27: Analise das Fases G0/G1, S e G2/M do Ciclo Celular na linhagem MCF-7.

Tratamentos F&SOZ S%/S)l (XEZS:DSP) 'Z)"’(lf/f f SQ;I P1 P2 P3

Controle 59,22 + 0,94 32,88 £ 1,95 7,90+ 1,93 <0,001* <0,001* <0,001*

DMSO 0,1% 61,98 + 0,70 29,58 + 5,30 8,44 £ 5,72 <0,001* <0,001* <0,001*

1uM GEN 24h 39,94 +0,72 55,43 + 4,34 4,63 + 4,26 <0,01* <0,001* <0,001*

2,5uM GEN 24h 34,96 + 8,04 62,33 £ 10,31 2,71+3,72 <0,001* <0,001* <0,001*

5uM GEN 24h 31,41 £11,73 68,45 + 11,85 0,14+0,12 <0,01* <0,05* <0,001*

1ng/mL DXR 24h 40,14 + 6,76 57,88 + 6,97 1,97 + 3,42 <0,05* <0,001* <0,001*

5Gy RAD 24h 78,35+ 0,42 495+ 1,74 16,70 £ 1,59 <0,001* <0,001* <0,001*

GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 74,97 + 5,49 19,40+ 1,29 5,62 +4,19 <0,001* <0,001* <0,05*

GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 60,31+ 2,41 33,34+4,12 6,35+ 3,14 <0,001* <0,001* <0,001*
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 57,27 + 17,75 36,86 + 21,94 5,88+ 6,44 ns <0,01* ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 71,53+0,71 18,30 + 4,65 10,17 £ 4,72 <0,001* <0,001* ns

DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 55,61 + 1,63 3491+241 9,48 + 3,67 <0,001* <0,001* <0,001*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 69,51 + 1,28 17,85 + 3,09 12,64 + 2,02 <0,001* <0,001* ns
GEN 1uM 24h+RAD 5Gy 24h 79,61 + 3,74 7,51+4,16 12,88 + 1,88 <0,001* <0,001* ns

GEN 2,5uM 24h+RAD 5Gy 24h 88,05+ 1,47 9,98 +1,52 1,97 + 2,58 <0,001* <0,001* <0,001*

GEN 5uM 24h+RAD 5Gy 24h 76,93 +5,13 19,12 + 6,11 3,96 + 4,57 <0,001* <0,001* <0,01*
RAD 5Gy 24h+GEN 1uM 24h 71,79 +5,34 15,13+ 3,71 13,09 + 6,93 <0,001* <0,001* ns

RAD 5Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 69,40 + 3,65 24,54 + 4,16 6,06 + 3,09 <0,001* <0,001* <0,001*
RAD 5Gy 24h+GEN 5uM 24h 74,55 + 2,47 11,13 + 5,39 14,32 + 4,13 <0,001* <0,001* ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; 1: Fase GO/G1 versus Fase S; 2: Fase G0/G1 versus Fase G2/M; 3: Fase S versus Fase
G2/M; ns: estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 28: Analise das Fases do Ciclo Celular na linhagem MCF-7 comparando Tratamentos em relacao aos Controles.

Tratamentos F&SOZ S%’Fc;‘)l P1 P2 (XiZS:DSP) P1 P2 ?)"’(f}f félp'\;' P1 P2
Controle 59,22 + 0,94 - - 32,88 +1,95 - - 7,90 +1,93 - -
DMSO 0,1% 61,98 + 0,70 ns - 29,58 + 5,30 ns - 8,44 + 5,72 ns -

1uM GEN 24h 39,94+ 0,72 <0,01* <0,01* 55,43 + 4,34 <0,01* <0,01* 4,63 £ 4,26 ns ns
2,5uM GEN 24h 34,96 +8,04 <0,001* <0,001* | 62,33 +10,31 <0,001* <0,001* 2,71+3,72 ns ns

5uM GEN 24h 31,41+11,73 <0,001* <0,001* | 68,45+11,85 <0,001* <0,001* 0,14+ 0,12 <0,05* <0,05*
1ng/mL DXR 24h 40,14 + 6,76 <0,01* <0,01* 57,88 + 6,97 <0,01* <0,01* 1,97 + 3,42 ns ns

5Gy RAD 24h 78,35+ 0,42 <0,01* <0,05* 495+1,74 <0,001* <0,01* 16,70 £ 1,59 <0,05* <0,05*
GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 74,97 + 5,49 ns ns 19,40+ 1,29 ns ns 5,62+ 4,19 ns ns
GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h | 60,31 +2,41 ns ns 33,34 +£4,12 ns ns 6,35+ 3,14 ns ns
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 57,27 £ 17,75 ns ns 36,86 £ 21,94 ns ns 5,88 + 6,44 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 71,53+0,71 <0,001* <0,01* 18,30 £ 4,65 <0,001* <0,05* 10,17 £ 4,72 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h | 55,61 + 1,63 ns <0,05* | 34,91+241 ns ns 9,48 + 3,67 ns ns
DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 69,51 + 1,28 <0,01* <0,05* 17,85+3,09 <0,001* <0,01* 12,64 + 2,02 ns ns
GEN 1uM 24h+RAD 5Gy 24h 79,61 + 3,74 <0,01* <0,05* 7,51+4,16 <0,01* <0,05* 12,88 + 1,88 ns ns
GEN 2,5uM 24h+RAD 5Gy 24h 88,05+1,47 <0,001* <0,001* 9,98 +1,52 <0,05* <0,05* 1,97 + 2,58 ns ns
GEN 5uM 24h+RAD 5Gy 24h 76,93 + 5,13 <0,05* ns 19,12 + 6,11 ns ns 3,96 + 4,57 ns ns
RAD 5Gy 24h+GEN 1uM 24h 71,79+5,34 <0,001* <0,001* | 15,23+3,71 <0,001* <0,001* | 13,09 +6,93 ns ns
RAD 5Gy 24h+GEN 2,5uM 24h 69,40 +3,65 <0,001* <0,01* 24,54 + 4,16 <0,05* ns 6,06 + 3,09 ns ns
RAD 5Gy 24h+GEN 5uM 24h 74,55+ 2,47 <0,001* <0,001* | 11,13+5,39 <0,001* <0,001* | 14,32 +4,13 ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Comparagdo de Dunnett com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; 1: Tratamentos versus Controle; 2: Tratamentos versus DMSO 0,1%; ns:

estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.



Resultados

Comparando a proporcao de células MCF-7 em cada fase do ciclo de
acordo com a dose de GEN, foi observado que a variagdo da concentracdo em GEN
24h e em GEN + DXR néo provocou variacdes estatisticas. Por outro lado, houve
diferencas significativas nos tratamentos DXR + GEN e nos tratamentos irradiados,
sendo observado principalmente diferencas na dose de GEN 2,5 yM em relagao as
doses GEN 1 yM e 5 pM (P1 e P3 <0,05) (Tabela 29).

Tabela 29: Andlise das Fases do Ciclo Celular na linhagem MCF-7 comparando a variagdo da dose
de GEN nos tratamentos.

Fase GO/G1 em GEN (X% + DP)

Tratamentos 1M 2,5 1M 5 uM P1 P2 P3

GEN 24h 39,94 +£0,72 3496 +8,04 31,41+11,73 ns ns ns

GEN 24h + DXR 24h  7497+549 60,31+241 57,27+17,75 ns ns ns
DXR 24h + GEN 24h  71,53+0,71 55,61 + 1,63 69,51+1,28 <0,001* ns <0,001*
GEN 24h + RAD 24h  79,61+3,74 88,05+1,47 76,93+5,13  <0,05* ns <0,01*

RAD 24h + GEN 24h  71,79+5,34 69,40 + 3,65 74,55+ 2,47 ns ns ns

Tratamentos Fase S em GEN (X% * DP) P1 P2 P3

1uM 2,5 uM 5 uM

GEN 24h 55,43+4,34 62,33+10,31 68,45+ 11,85 ns ns ns

GEN 24h + DXR 24h  19,40+1,29 33,34+4,12 36,86+ 21,94 ns ns ns
DXR 24h + GEN 24h  18,30+4,65 34,91+241 17,85+ 3,09 <0,001* ns <0,001*
GEN 24h + RAD 24h 7,51+4,16 9,98 +1,52 19,12 + 6,11 ns <0,05* <0,05*
RAD 24h + GEN 24h 15,13 +3,71 24,54 +4,16 11,13+5,39  <0,05* ns <0,01*

Tratamentos Fase G2/M em GEN (X% + DP) Bl 5 P3

1uM 2,5 yM 5 uM

GEN 24h 4,63 £ 4,26 2,71+3,72 0,14 + 0,12 ns ns ns

GEN 24h + DXR 24h 5,62 +4,19 6,35+ 3,14 5,88 + 6,44 ns ns ns

DXR 24h + GEN 24h 10,17 £+ 4,72 9,48 + 3,67 12,64 + 2,02 ns ns ns

GEN 24h + RAD 24h 12,88 +1,88 1,97 + 2,58 3,96 + 4,57 <0,01* <0,01* ns

RAD 24h + GEN 24h 13,09 + 6,93 6,06 + 3,09 14,32 + 4,13 ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5pM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatisticamente nado significativo; *:
estatisticamente significativo.

Analisando os tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados quanto a fase GO/G1 na linhagem MCF-7 (Tabela 30), foi observado que os
tratamentos combinados com DXR elevaram significativamente a fase GO/G1 em
relacdo aos tratamentos isolados GEN 24h e DXR 1ng/mL 24h (P2, P3, P4 e P5
<0,05). No entanto, ndo houve diferencas entre pré e poés-tratamentos nas
combina¢des com DXR. Além disso, foi observado que tratamentos combinados com
RAD apresentaram elevagéo significativa da fase GO/G1 em relagdo ao tratamento
GEN 24h (P7 e P9 <0,001) (Tabela 30).

isolado com
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Tabela 30: Analise da proporcdo de células em Fase GO/G1 comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MCF-7.

Fase GO/G1 (X% = DP)

Doses (pré-tratamento) (pOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1uM 74,97 £ 5,49 71,53 +£0,71 39,94 £0,72 ns <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
2,5 uM 60,31 +£2,41 55,61 £ 1,63 34,96 £ 8,04 40,14 £ 6,76 ns <0,001* <0,01* <0,001* <0,01*
5uM 57,27 £ 17,75 69,51 +1,28 31,41 +£11,73 ns ns ns <0,05* <0,05*
Fase GO/G1 (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (pOs-tratamento) GEN 24h RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (5 Gy)
1uM 79,61 £ 3,74 71,79 +5,34 39,94 +0,72 ns <0,001* ns <0,001* ns
2,5 uM 88,05+ 1,47 69,40 £ 3,65 34,96 £ 8,04 78,35+0,42 <0,001* <0,001* <0,01* <0,001* <0,01*
5uM 76,93 £5,13 74,55 + 2,47 31,41 +£11,73 ns <0,001* ns <0,001* ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com 0=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente nao significativo; *: estatisticamente significativo.



Resultados

Analisando os tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados quanto a proporgéo de células MCF-7 em fase S (Tabela 31), foi observado
gue os tratamentos combinados com DXR reduziram significativamente a fase S em
relacdo aos tratamentos isolados GEN 24h e DXR 1 ng/mL 24h (P2, P3, P4 e P5
<0,05). Contudo, também n&o houve diferencas entre pré e pos-tratamentos nas
combinagdes com DXR. Adicionalmente, foi observado que tratamentos combinados
com RAD apresentaram reducao significativa da fase S em relacdo ao tratamento
isolado com GEN 24h (P7 e P9 <0,001) (Tabela 31).

Analisando os tratamentos combinados em relacdo aos tratamentos
isolados quanto a proporcdo de células MCF-7 em fase G2/M (Tabela 32), foi
observado que, em geral, os tratamentos combinados com DXR ndo induzem
diferencas estatisticas em relacdo aos tratamentos com GEN 24h e DXR 1 ng/mL,
exceto no pos-tratamento com GEN 2,5 yM e 5 uM, as quais apresentaram fase
G2/M significativamente maior do que GEN 24h (P4 <0,05). A respeito dos
tratamentos irradiados, a dose de GEN 1 uyM em tratamentos combinados néao
apresentou diferencas estatisticas em relacdo aos tratamentos isolados. Além disso,
houve aumento significativo de células em fase G2/M no tratamento RAD 5 Gy em
relacdo as combinagdes na dose GEN 2,5 uM (P8 e P10 <0,05) (Tabela 32).

Analisando as diferengas entre as linhagens celulares em cada fase do
ciclo celular (Tabela 33), foi observado que o controle né&o-tratado MCF-7
apresentou maior quantidade de células em fase GO0/G1l, e também menor
quantidade de células em fase S em relacdo ao controle ndo-tratado MDA-MB-231
(P =0,0002). Nos tratamentos isolados com GEN 24h, foi observado que células
MDA-MB-231 apresentaram aumento significativo nas fases GO/G1 e G2/M, e
diminuicdo na fase S em relacdo a MCF-7 (P <0,05). Além disso, no tratamento
isolado com DXR, células MDA-MB-231 apresentaram reducdo na fase S, e
aumento na fase G2/M em comparacdo a MCF-7 (P <0,05). De modo semelhante,
nos tratamentos combinados com DXR, células MDA-MB-231 apresentaram reducao
na fase GO/G1, e aumento na fase S em comparacdo a MCF-7 (P <0,05) (Tabela
33).
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Tabela 31: Analise da propor¢éo de células em Fase S comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MCF-

7.
Fase S (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (p6s-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1uM 19,40 + 1,29 18,30 + 4,65 55,43 £ 4,34 ns <0,001* <0,001* <0,001* <0,001*
2,5 uM 33,34 £4,12 3491+241 62,33 £ 10,31 57,88 £ 6,97 ns <0,01* <0,001* <0,001* <0,001*
5uM 36,86 £ 21,94 17,85 * 3,09 68,45 + 11,85 ns ns ns <0,01* <0,05*
Fase S (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (p6s-tratamento) GEN 24h RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (5 Gy)
1 uM 7,51+4,16 15,13+ 3,71 55,43 £ 4,34 <0,05* <0,001* ns <0,001* <0,05*
2,5 uM 9,98 + 1,52 24,54 + 4,16 62,33 £ 10,31 495+1,74 <0,05* <0,001* ns <0,001* <0,001*
5 uM 19,12 £ 6,11 11,13+ 5,39 68,45 + 11,85 ns <0,001* <0,05* <0,001* ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padrédo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente ndo significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 32: Analise da proporcédo de células em Fase G2/M comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados na linhagem MCF-7.

Fase G2/M (X% = DP)

Doses (pré-tratamento) (pOs-tratamento) GEN 24h DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h + DXR 24h  DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1 uM 5,62+4,19 10,17 £ 4,72 4,63 + 4,26 ns ns ns ns ns
2,5 uM 6,35+ 3,14 9,48 £ 3,67 2,71 +£3,72 1,97 £ 3,42 ns ns ns <0,05* ns
5uM 5,88+ 6,44 12,64 £ 2,02 0,14 £ 0,12 ns ns ns <0,05* ns
Fase G2/M (X% + DP)
Doses (pré-tratamento) (pOs-tratamento) GEN 24h RAD 24h P6 P7 P8 P9 P10
GEN 24h + RAD 24h  RAD 24h + GEN 24h (5 Gy)
1uM 12,88 + 1,88 13,09 + 6,93 4,63 £ 4,26 ns ns ns ns ns
2,5 uM 1,97 + 2,58 6,06 + 3,09 2,71 £ 3,72 16,70 £ 1,59 ns ns <0,001* ns <0,001*
5uM 3,96 + 4,57 14,32 + 4,13 0,14 £0,12 <0,05* ns <0,01* <0,01* ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com 0=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padréo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; 6: GEN+RAD versus RAD+GEN; 7: GEN+RAD versus GEN 24h; 8: GEN+RAD versus RAD 24h; 9: RAD+GEN versus
GEN 24h; 10: RAD+GEN versus RAD 24h; ns: estatisticamente ndo significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 33: Analise das Fases do Ciclo Celular comparando as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7.

Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
X% * DP X% * DP X% * DP
Tratamentos MDA-MfB- :\/I _ P MDA-MEB- :\/ICF-7 P MDA-M(B- T\/ICF-? P
231 231 231

Controle 50,31#1,93  59,22¢0,94  0,0002* | 43,89+1,74  32,88#1,95 00002* | 580+0,65  7,90:193  0,0854
DMSO 0,1% 48,87+1,54  61,98:0,70  <0,0001* | 47,34%2,68  29,5845,30  0,0010* | 357+291 8444572 0,179
1UMGEN 24h | 51,76£0,22 39943072  <0,0001* | 24,1942,30  5543t4,34  0,0004* | 24,05¢2,22  4,63t4,26  0,0022*
2,5uM GEN 24h | 49,02+2,76  34,96:8,04  0,0291* | 3289+4,89  62,33+10,31 0,0039* | 18,09+245  2,71#3,72  0,0008*
5uM GEN 24h | 54,46:221 31,41#11,73  0,0041* | 2547+4.85 68,45+11,85 0,0003* | 20,08£3,02  0,14%0,12  <0,0001*
Ing/mL DXR 24h | 49,57+10,04  40,14+6,76  0,1916 | 33,27:9,30  57,88t697 0,0052* | 17,16+8,98 1974342  0,0284*
GEN 1uM +DXR | 47,97+3,38  7497+549  00019* | 23,16:2,80  19,40+129 0,025 | 28,86+3,77 562419  0,0020*
GEN 2,5uM + DXR | 50,18+2,74  60,31¥241  0,0086* | 31,69+19,09 33,34+4,12  0,8905 | 18,13+1643  6,35t314  0,2896
GEN5uM+DXR | 4521#1,59 572717,75 03040 | 2502+t4,60 36,86+21,94 04099 | 29,77+3,65 588644  0,0023*
DXR+GEN 1uM | 46,16+2,78  71,53t0,71  0,0001* | 26,35:352  18,304,65 00752 | 27,49:2,12  10,17¢4,72  0,0044*
DXR + GEN25uM | 50,70+375 5561163 00625 | 3603+9,64 3491241 08282 | 13,27+1161  948t3,67  0,5568
DXR+ GEN5UM | 4396:285  6951+128  0,0001* | 2577+314 17,85:309 0,0358* | 30,27:041  12,6432,02  0,0001*

P: Teste-t pareado e ndo-pareado com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padrao; *: estatisticamente significativo.



Resultados

4.6 Contagem de células CD24-/CD44+

Foram utilizados esquemas de tratamentos isolados e combinados
para a linhagem MDA-MB-231, seguido por marcacdo com anticorpos anti-CD24 e
anti-CD44, e leitura no citbmetro de fluxo. Foram realizados tratamentos de 24h
utilizando GEN (1 uM, 2,5 pM e 5 uyM) e 24h utilizando DXR 1 ng/mL (Figura 11). A
linhagem MCF-7 possui fendétipo luminal, e no presente estudo apresentou
quantidade de células CD247/CD44" inferior a 1% nas culturas tratadas e nao-
tratadas.

Em MDA-MB-231, de modo geral, foi observado que os tratamentos
isolados com GEN ndo produziram diferencas estatisticas no numero de células
CD24/CD44". Por outro lado, nos tratamentos combinados com DXR, o pré-
tratamento GEN 5 pM + DXR e o pés-tratamento DXR + GEN 1 pM reduziram
significativamente a populacdo CD24/CD44" em relagdo ao controle (P1 <0,01)
(Tabela 34).

Tabela 34: Anélise da proporcdo da populagéo de células CD24/CD44" na linhagem MDA-MB-231
comparando tratamentos em relacdo aos controles ndo-tratados.

Populacdo CD24/CD44"

Tratamentos (X% + DP) P

Controle 94,63 + 4,50 -

1uM GEN 24h 96,07 + 1,45 ns

2,5uM GEN 24h 94,90 + 4,56 ns

5uM GEN 24h 97,43 £ 1,36 ns

1ng/mL DXR 24h 92,67 £ 1,69 ns

GEN 1uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 91,53+ 5,05 ns

GEN 2,5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 92,10 £ 9,04 ns
GEN 5uM 24h+DXR 1ng/mL 24h 79,27 + 4,37 <0,05*
DXR 1ng/mL 24h+GEN 1uM 24h 76,43 £ 9,39 <0,01*

DXR 1ng/mL 24h+GEN 2,5uM 24h 81,63 £ 15,26 ns

DXR 1ng/mL 24h+GEN 5uM 24h 90,97 + 6,58 ns

P: Teste One-Way ANOVA e Comparacédo de Dunnett com a=0,05; X% = DP: Média% +* Desvio Padréo; ns: estatisticamente
ndo significativo; *: estatisticamente significativo.

Comparando a porcentagem de células CD24/CD44" de acordo com a

dose de GEN, ndo foram observadas diferencas estatisticas (Tabela 35).
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Resultados

Tabela 35: Andlise da %Populacdo de células CD24/CD44" na linhagem MDA-MB-231 de acordo
com as doses de GEN.

Populagédo CD24/CD44" (X% + DP)

Tratamentos P1 P2 P3
1 uM 2,5 uM 5 uM
GEN 24h 96,07 + 1,45 94,90 + 4,56 97,43+ 1,36 ns ns ns
GEN 24h + DXR 24h 91,53 + 5,05 92,10+ 9,04 79,27 + 4,37 ns ns ns
DXR 24h + GEN 24h 76,43 + 9,39 81,63 + 15,26 90,97 £ 6,58 ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% * Desvio Padréo; 1: GEN 1uM versus GEN
2,5uM; 2: GEN 1uM versus GEN 5uM; 3: GEN 2,5uM versus GEN 5uM; ns: estatisticamente nZo significativo.

Na analise dos tratamentos combinados em relagcdo aos tratamentos
isolados (Tabela 36), foi observado que as combinacdes com GEN 2,5 também néo
apresentaram variacdes significativas entre os tratamentos. Por outro lado, o pré-
tratamento GEN 5 pM + DXR provocou redugao significativa no nimero de células
CD24/CD44" em relagdo aos demais tratamentos (P1, P2 e P3 <0,01). O mesmo
efeito foi observado no pos-tratamento DXR + GEN 1 uM (P4 e P5 <0,01) (Tabela
36).
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Tabela 36: Anélise da %Populacdo de células CD24/CD44" na linhagem MDA-MB-231 comparando Tratamentos combinados e Tratamentos isolados.

Populacdo CD24/CD44" (X% + DP)

Doses (pré-tratamento) (pré-tratamento) DXR 24h P1 P2 P3 P4 P5
GEN 24h
GEN 24h+DXR 24h DXR 24h + GEN 24h (1 ng/mL)
1uM 91,53 £ 5,05 76,43 £ 9,39 96,07 £ 1,45 ns ns ns <0,05* <0,05*
2,5uM 92,10 £ 9,04 81,63 £ 15,26 94,90 £ 4,56 92,67 £ 1,69 ns ns ns ns ns
5uM 79,27 £ 4,37 90,97 £ 6,58 97,43 £ 1,36 <0,05* <0,01* <0,05* ns ns

P: Teste One-Way ANOVA e Teste de Tukey com a=0,05; X% + DP: Média% + Desvio Padrdo; 1: GEN+DXR versus DXR+GEN; 2: GEN+DXR versus GEN 24h; 3: GEN+DXR versus DXR
24h; 4: DXR+GEN versus GEN 24h; 5: DXR+GEN versus DXR 24h; ns: estatisticamente néo significativo; *: estatisticamente significativo.



Resultados

4.7 Correlacao entre os dados e Regresséao Linear

Foi avaliado o grau de associacdo entre os resultados obtidos nos
tratamentos isolados e combinados, de acordo com a dose de GEN. Na linhagem
MDA-MB-231, os parametros correlacionados foram: Dose de GEN, Viabilidade
Celular, CID, Apoptose, Populacdo CD24/CD44", Fase GO/G1, Fase S e Fase G2/M
(Tabelas 37 e 38). Na linhagem MCF-7, os parametros correlacionados foram: Dose
de GEN, Viabilidade Celular, CID, Apoptose, Fase G0/G1, Fase S e Fase G2/M
(Tabelas 39 e 40).

Quando os coeficientes de correlacdo (r) apresentaram significancia
estatistica, estes foram novamente analisados para verificar uma possivel relacdo de
dependéncia entre as variaveis (Figura 5: Teste de Regressao Linear, a=0,05).

Analisando os tratamentos isolados com GEN em MDA-MB-231
(Tabela 37), foram observadas correlacdes significativas entre Populacdo CD24
/ICD44" e Fase GO/G1 (r= 0,9988, p <0,0001), ou seja, quando os valores de
Populacio CD24/CD44" crescem, nota-se também o aumento na propor¢do de
Fase GO/G1 (Figura 5A). Também houve correlacdo diretamente proporcional entre
Fase G2/M e Apoptose (r= 0,9531, p= 0,003, regressdo nao significativa, P =0,195).
Além disso, foram observadas correlagbes inversamente proporcionais entre
Apoptose e Viabilidade (r=-0,9462, p= 0,004, regressao nao significativa, P =0,209),
e também entre Fase S e Fase G2/M (r= -0,8384, p= 0,037, regressdo nao
significativa, P =0,367) (Tabela 37).

Nos pré-tratamentos GEN + DXR em MDA-MB-231, apenas Fase G2/M
e Apoptose apresentaram correlacdo significativa (r= 0,9976, p= 0,044) (Figura 5B).

Por outro lado, nos pés-tratamentos DXR + GEN, houve correlacéo
significativa entre Dose de GEN e Populagdo CD24/CD44" (r =0,9998, p =0,012)
(Figura 5C). Além disso, houve correlagbes inversamente proporcionais entre Dose
de GEN e CID (r=-0,9987, p =0,031) (Figura 5D), e entre CID e Populacdo CD24
/CD44" (r=-0,9995, p =0,018) (Figura 5E) (Tabela 37).
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Tabela 37: Correlacéo entre Viabilidade Celular, CID, Apoptose, Populacdo CD24/CD44" e Fases GO/G1, S e G2/M em cada tratamento de acordo
com as doses de GEN na linhagem MDA-MB-231.

GEN 24h

Dose de GEN Viabilidade Apoptose CD24/CD44"  Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade 0,9343 - - - - - -
Apoptose -0,7689 -0,9462* - - - - -
CD24°/CD44" 0,6520 0,3390 -0,0167 - - - -
Fase G0/G1 0,6152 0,2939 0,0308 0,9988* - - -
Fase S -0,0066 0,3500 -0,6341 -0,7625 -0,7924 - -
Fase G2/M -0,5394 -0,8040 0,9531* 0,2866 0,3319 -0,8384* -

GEN 24h + DXR 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose CD24/CD44"  Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - - -
Viabilidade 0,6093 - - - - - - -
CID -0,9457 -0,8338 - - - - - -
Apoptose 0,1441 -0,6967 0,1850 - - - - -
CD24/CD44" -0,9132 -0,2334 0,7314 -0,5348 - - - -
Fase GO/G1 -0,6674 0,1837 0,3893 -0,8331 0,9128 - - -
Fase S 0,0654 0,8311 -0,3860 -0,9778 0,3467 0,6993 - -
Fase G2/M 0,2120 -0,6456 0,1168 0,9976* -0,5917 -0,8692 -0,9612 -

DXR 24h +GEN 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose CD24/CD44"  Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - - -
Viabilidade -0,9414 - - - - - - -
CID -0,9987* 0,9569 - - - - - -
Apoptose -0,0855 -0,2554 0,0363 - - - - -
CcD24’'cD44” 0,9998* -0,9478 -0,9995* -0,0660 - - - -
Fase G0O/G1 -0,4521 0,7264 0,4955 -0,8500 -0,4694 - - -
Fase S -0,1924 0,5121 0,2406 -0,9612 -0,2116 0,9623 - -
Fase G2/M 0,2920 -0,5974 -0,3388 0,9279 0,3107 -0,9851 -0,9947 -

r: Coeficiente de Correlagéo de Pearson com a=0,05; *: estatisticamente significativo.



Resultados

Nos pré-tratamentos GEN + RAD em MDA-MB-231 (Tabela 38), houve
correlagcdes significativas inversamente proporcionais entre Fase S e Apoptose (r= -
0,9975, p= 0,045) (Figura 5F), Fase GO/G1 e Fase S (r= -0,9995, p= 0,020) (Figura
5G) e entre Fase GO/G1 e Fase G2/M (r= -0,9999, p= 0,002) (Figura 5H). Além
disso, houve também correlacdo positiva entre Fase S e Fase G2/M (r= 0,9994, p=
0,021) (Figura 51) (Tabela 38).

Nos pés-tratamentos RAD + GEN em MDA-MB-231 (Tabela 38), foram
observadas correlagcbes diretamente proporcionais entre Fase S e Viabilidade (r=
0,9997, p= 0,014) (Figura 5J) e entre Fase G2/M e Apoptose (r= 0,9989, p= 0,029)
(Figura 5L). Adicionalmente, houve também uma correlacdo inversamente
proporcional entre Fase GO/G1 e Apoptose (r= -0,9973, p= 0,046) (Figura 5M)
(Tabela 38).

A respeito da linhagem MCF-7, nos tratamentos isolados com GEN
foram observadas correlagdes inversamente proporcionais significativas entre Dose
de GEN e Fase G2/M (r=-0,9981, p= 0,038) (Figura 5N) e entre Fase GO/G1 e Fase
S (r=-0,9980, p= 0,039) (Figura 50) (Tabela 39).

Além disso, observado a linhagem MCF-7, nos pré-tratamentos GEN +
DXR, houve também uma correlacéo significativa entre Fase G0/G1 e Fase S (r= -
0,9995, p= 0,019) (Figura 5P). Do mesmo modo, nos poés-tratamentos DXR + GEN
houve somente uma correlacdo inversa estatisticamente significativa entre Dose de
GEN e CID (r=-0,9973, p= 0,046) (Figura 5Q) (Tabela 39).

Por outro lado, nos tratamentos irradiados n&do houve correlagdes

estatisticamente significativas em MCF-7 (Tabela 40).
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Tabela 38: Correlacdo entre Viabilidade Celular, CID, Apoptose e Fases G0O/G1, S e G2/M em cada tratamento de acordo com as doses de GEN na
linhagem MDA-MB-231.

GEN 24h + RAD 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade 0,7685 - - - - - -
CID 0,3943 0,8910 - - - - -
Apoptose -0,0493 0,6011 0,8983 - - - -
Fase G0O/G1 -0,1495 0,5177 0,8496 0,9949 - - -
Fase S 0,1190 -0,5438 -0,8654 -0,9975* -0,9995* - -
Fase G2/M 0,1519 -0,5156 -0,8483 -0,9946 -0,9999* 0,9994* -

RAD 24h + GEN 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade 0,6036 - - - - - -
CID -0,2782 0,5978 - - - - -
Apoptose -0,8243 -0,9489 -0,3143 - - - -
Fase G0/G1 0,8630 0,9236 0,2450 -0,9973* - - -
Fase S 0,6214 0,9997* 0,5795 -0,9557 0,9320 - -
Fase G2/M -0,7980 -0,9621 -0,3566 0,9989* -0,9931 -0,9680 -

r: Coeficiente de Correlagéo de Pearson com a=0,05; *: estatisticamente significativo.



Tabela 39: Correlacdo entre Viabilidade Celular, CID, Apoptose e Fases G0/G1, S e G2/M

linhagem MCF-7.

em cada tratamento de acordo com as doses de GEN na

GEN 24h

Dose de GEN Viabilidade Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - -
Viabilidade 0,7263 - - - - -
Apoptose 0,0820 -0,6254 - - - -
Fase GO/G1 -0,9713 -0,8688 0,1570 - - -
Fase S 0,9842 0,8364 -0,0956 -0,9980* - -
Fase G2/M -0,9981* -0,7664 -0,0217 0,9839 -0,9931 -

GEN 24h + DXR 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade 0,9897 - - - - - -
CID -0,7075 -0,8012 - - - - -
Apoptose -0,7055 -0,5970 -0,0016 - - - -
Fase GO/G1 -0,8748 -0,9350 0,9612 0,2740 - - -
Fase S 0,8892 0,9454 -0,9524 -0,3032 -0,9995* - -
Fase G2/M 0,2080 0,3456 -0,8384 0,5463 -0,6557 0,6324 -

DXR 24h + GEN 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade -0,9433 - - - - - -
CID -0,9973* 0,9648 - - - - -
Apoptose 0,3597 -0,0296 -0,2913 - - - -
Fase G0/G1 0,0265 -0,3568 -0,0987 -0,9231 - - -
Fase S -0,1657 0,4836 0,2365 0,8605 -0,9902 - -
Fase G2/M 0,8316 -0,9688 -0,8696 -0,2188 0,5771 -0,6853 -

r: Coeficiente de Correlagéo de Pearson com a=0,05; *: estatisticamente significativo.



Tabela 40: Correlacéio entre Viabilidade Celular, CID, Apoptose, Populacdo CD24/CD44" e Fases GO/G1, S e G2/M em cada tratamento de acordo
com as doses de GEN na linhagem MCF-7.

GEN 24h + RAD 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade 0,1667 - - - - - -
CID -0,9267 -0,5248 - - - - -
Apoptose 0,9002 -0,2791 -0,6708 - - - -
Fase GO/G1 -0,3675 0,8556 -0,0086 -0,7357 - - -
Fase S 0,9844 -0,0091 -0,8463 0,9627 -0,5252 - -
Fase G2/M -0,6683 -0,8449 0,8987 -0,2777 -0,4461 -0,5271 -

RAD 24h + GEN 24h

Dose de GEN Viabilidade CID Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
Dose de GEN - - - - - - -
Viabilidade 0,5587 - - - - - -
CID -0,9624 -0,7628 - - - - -
Apoptose -0,1336 0,7471 -0,1402 - - - -
Fase GO/G1 0,6506 -0,2662 -0,4201 -0,8395 - - -
Fase S -0,4242 0,5139 0,1626 0,9541 -0,9636 - -
Fase G2/M 0,2780 -0,6412 -0,0070 -0,9891 0,9103 -0,9878 -

r: Coeficiente de Correlagdo de Pearson com a=0,05.
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Resultados

4.8 Tratamentos candidatos para a investigacao da expressao génica

Ao final dos experimentos, os resultados obtidos em todos os
tratamentos foram avaliados a fim de selecionar candidatos para a analise da
expressdo de 15 genes relacionados a Apoptose em sub-populagdes CD24/CD44"
e nd0-CD24/CD44" de MDA-MB-231.

Os critérios utilizados na escolha dos tratamentos citotoxicos mais
efetivos levaram em consideracdo diferencas significativas em relacdo ao controle
como: reducdo na viabilidade celular, efeito sinérgico, aumento da apoptose,
bloqueio em alguma fase do ciclo celular e redugdo da populagdo CD24/CD44"
(Tabela 41).

Dessa forma, aqueles que apresentaram os melhores resultados foram
os tratamentos GEN 1 uM, GEN 5 uM + DXR e DXR + GEN 5 uM (Tabela 41).

Na linhagem MCF-7, os tratamentos irradiados induziram intensa morte
celular com bloqueio na fase GO/G1 (Tabela 42). No entanto, MCF-7 n&o apresentou
quantidade relevante de células CD24/CD44", o que ndo permitiu a continuidade do

estudo da expressdo génica em células horménio-dependentes.
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Tabela 41: Resumo dos dados obtidos apds os tratamentos isolados e combinados em MDA-MB-231.

Dados totais

Tratamentos — = = — Candidato
Viabilidade Interacéo Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M CD24/CD44
1uM GEN 24h JViabilidade - TApoptose Inalterado JFase S TFase G2/M Inalterado X
2,5uM GEN 24h Inalterado - inalterada Inalterado Inalterado TFase G2/M Inalterado
5uM GEN 24h Inalterado - inalterada Inalterado JFase S TFase G2/M Inalterado
GEN 1uM +DXR Inalterado  Antagonismo  TApoptose Inalterado JFase S TFase G2/M Inalterado
GEN 2,5uM +DXR Inalterado Adicao inalterada Inalterado Inalterado Inalterado Inalterado
GEN 5uM +DXR Inalterado Sinergia TApoptose Inalterado Inalterado  TFase G2/M  lCD24/CD44’ X
1ng/mL DXR 24h  TViabilidade - inalterada Inalterado JFase S TFase G2/M Inalterado
DXR +GEN 1yM  TViabilidade Antagonismo  TApoptose Inalterado Inalterado ~ TFase G2/M  lCD247/CD44"
DXR +GEN 2,5uM  TViabilidade Antagonismo Inalterado Inalterado Inalterado Inalterado Inalterado
DXR +GEN 5uM  lViabilidade Sinergia TApoptose Inalterado Inalterado  TFase G2/M Inalterado X
GEN 1uM + 10Gy Inalterado ~ Antagonismo Inalterado JFase GO/G1 JFase S TFase G2/M -
GEN 2,5+ 10Gy  7Viabilidade Antagonismo TApoptose TFase GO/G1 JFase S Inalterado -
GEN 5uM + 10Gy ~ TViabilidade Antagonismo Inalterado lFase G0/G1 {Fase S TFase G2/M -
10Gy RAD 24h JViabilidade - Inalterado JFase GO/G1 JFase S TFase G2/M -
10Gy +GEN 1uM  TViabilidade Antagonismo TApoptose Inalterado Inalterado Inalterado -
10Gy +GEN 2,5uM  TViabilidade Antagonismo TApoptose Inalterado Inalterado Inalterado -
10Gy +GEN 5uM  1Viabilidade Antagonismo  TApoptose Inalterado Inalterado Inalterado -

A escolha dos tratamentos para a analise da expressdo de 15 genes relacionados a Apoptose em sub-populagfes CTTs e ndo-CTTs de MDA-MB-231 considerou variagbes
estatisticamente significativas apenas em relagdo ao controle. Resultados favoraveis em verde: redug&o na Viabilidade Celular, Efeito sinérgico, aumento da Apoptose, bloqueio no ciclo
celular (aumento em alguma Fase concomitante & reducgdo da Viabilidade ou aumento na Apoptose) e reducédo da Populacdo CD24/CD44". Resultados desfavoraveis em vermelho:
aumento na Viabilidade Celular, Efeito antagdnico, reducdo na Apoptose, prote¢@o via checkpoint (aumento em alguma Fase concomitante a inalteragdo na Viabilidade e Apoptose),
proliferagdo (aumento das Fases G2/M e/ou S, concomitante ao aumento na Viabilidade ou redugdo na Apoptose), e aumento da Populagdo CD24/CD44". Os tratamentos escolhidos
foram marcados com X.



Tabela 42: Resumo dos dados obtidos ap0s os tratamentos isolados e combinados em MCF-7.

Dados totais

Tratamentos - =
Viabilidade Interacéo Apoptose Fase GO/G1 Fase S Fase G2/M
1uM GEN 24h Inalterado - TApoptose {Fase G0/G1 TFase S Inalterado
2,5uM GEN 24h MViabilidade - TApoptose JFase G0/G1 TFase S Inalterado
5uM GEN 24h TViabilidade - TApoptose JFase G0/G1 TFase S {Fase G2/M
GEN 1uM +DXR Inalterado Sinergia TApoptose Inalterado Inalterado Inalterado
GEN 2,5uM +DXR Inalterado Sinergia TApoptose Inalterado Inalterado Inalterado
GEN 5uM +DXR Inalterado Sinergia Inalterado Inalterado Inalterado Inalterado
1ng/mL DXR 24h MViabilidade Sinergia TApoptose JFase G0/G1 TFase S Inalterado
DXR +GEN 1uM Inalterado Sinergia Inalterado TFase G0/G1 JFase S Inalterado
DXR +GEN 2,5uM Inalterado Sinergia TApoptose Inalterado Inalterado Inalterado
DXR +GEN 5uM JViabilidade Sinergia TApoptose TFase G0/G1 JFase S Inalterado
GEN 1uM + 5Gy JViabilidade Sinergia Inalterado TFase G0/G1 JFase S Inalterado
GEN 2,5uM + 5Gy JViabilidade Sinergia Inalterado TFase G0O/G1 JFase S Inalterado
GEN 5uM + 5Gy JViabilidade Sinergia TApoptose TFase G0/G1 Inalterado Inalterado
5Gy RAD 24h JViabilidade Sinergia TApoptose TFase G0O/G1 JFase S Inalterado
5Gy + GEN 1uM JViabilidade Sinergia Inalterado TFase G0O/G1 JFase S Inalterado
5Gy +GEN 2,5uM JViabilidade Sinergia TApoptose TFase G0O/G1 JFase S Inalterado
5Gy +GEN 5uM JViabilidade Sinergia Inalterado TFase G0O/G1 JFase S Inalterado

Resumo das variagdes estatisticamente significativas em relacéo ao controle. Resultados favoraveis em verde: reducdo na Viabilidade Celular, Efeito sinérgico, aumento da Apoptose e
blogueio no ciclo celular (aumento em alguma Fase concomitante & reducdo da Viabilidade ou aumento na Apoptose). Resultados desfavoraveis em vermelho: aumento na Viabilidade
Celular, Efeito antagbnico, reducdo na Apoptose, protecdo via checkpoint (aumento em alguma Fase concomitante a inalteracdo na Viabilidade e Apoptose) e proliferagdo (aumento das
Fases G2/M e/ou S, concomitante ao aumento na Viabilidade ou redu¢éo na Apoptose).



Resultados

4.9 Analise da expressao génica

Foram escolhidos trés tratamentos efetivamente citotoxicos para a
investigacdo da expressdao de 15 genes relacionados a apoptose em sub-
populagdes CD24/CD44" e nd0-CD24/CD44" de MDA-MB-231, por meio de gRT-
PCR. A expresséo relativa foi quantificada em rela¢éo ao controle endégeno 18S.

Na populagdo ndo-CTT, de modo geral, foi observada redugédo nos
niveis de expressdo dos genes dos avaliados nos tratamentos em relacdo ao
controle, porém os resultados ndo foram estatisticamente significativos (Tabela 43).
Destaque para os tratamentos combinados GEN 1 uM 24h e DXR 1 ng/mL 24h +
GEN 5 yM 24h que provocaram reducdo significativa na expressdo dos genes
CYCS, CFLAR, FASLG, CASP8, CASP9, CASP3 e AIFML1 (Tabela 43).

Comparando a expressao génica entre os tratamentos na populacéo
ndo-CD24/CD44", foi observado aumento nos niveis de expresséo dos tratamentos
combinados em relagdo ao tratamento GEN 1 uyM 24h, porém os resultados nao
foram estatisticamente significativos (Tabela 44).

De modo semelhante, na populacdo CD24/CD44" foi observada
reducd@o nos niveis de expressao dos genes avaliados ap0s os tratamentos GEN 1
MM 24h e DXR 1 ng/mL 24h + GEN 5 uM 24h, entretanto, os resultados néo foram
estatisticamente significativos (Tabela 45). Por outro lado, houve aumento da
expressao génica apos o tratamento GEN 5 uM 24h + DXR 1 ng/mL 24h. Todos os
grupos génicos estudados (checkpoint, vias intrinseca e extrinseca, caspases
iniciadoras e efetoras, e efetor independente de caspases) apresentaram genes
superexpressos. Contudo, os resultados também ndo foram estatisticamente
significativos (Tabela 45). Em contrapartida, o gene CASP9 apresentou supressao
significativa em relag&o ao controle.

Comparando os tratamentos na populagdo CD24/CD44" (Tabela 46),
foi observado que o tratamento GEN 5 pM 24h + DXR 1 ng/mL 24h também
provocou aumento nos niveis de expressdo génica dos alvos investigados. No

entanto, os resultados n&o foram significativos (Tabela 46).
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Tabela 43: Expresséo Relativa de mRNA de genes envolvidos na inducdo de apoptose em células MDA-MB-231 n&o-CD24/CD44", em relacdo ao
controle ndo-tratado.

Quantidade Relativa de Expressédo Génica (X% = EP)

Gene Fungao Controle GEN1uM  GENS5uM+DXR DXR + GEN 5 uM Pl P2 P3
TP53 (sup?ehses?rptﬁlgtoral) 1,00 + 0,00 0,03 + 0,03 0,82 + 0,66 0,91 + 0,90 ns ns ns
AKT1 gﬁiﬁ';%?\'g 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,37 0,29 0,29 + 0,29 ns ns ns
APAF1 Via intrinseca 1,00 £ 0,00 0,19 +£0,19 1,10+ 0,89 0,48 £0,48 ns ns ns
BAD Via intrinseca 1,00 + 0,00 0,03 £0,02 0,74 £ 0,59 0,81 +0,80 ns ns ns
BAX Via intrinseca 1,00 £ 0,00 0,01+0,01 0,31+0,24 0,29 + 0,29 ns ns ns
CYCS Via intrinseca 1,00 +£ 0,00 0,01+0,01 0,32 +0,26 0,17+ 0,17 <0,05* ns ns
CFLAR Via extrinseca 1,00 £ 0,00 0,01 +£0,01 0,30 £ 0,25 0,16 £ 0,16 <0,05* ns <0,05*
FADD Via extrinseca 1,00 £ 0,00 0,04 £ 0,03 0,90+ 0,78 0,49+ 0,47 ns ns ns
FAS Via extrinseca 1,00 £ 0,00 0,01+0,01 0,54 + 0,45 0,21 +0,21 ns ns ns
FASLG Via extrinseca 1,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 <0,001* <0,001* <0,001*
CASP8 Caspase iniciadora 1,00 + 0,00 0,00 + 0.00 0,31+0,28 0,10 + 0,09 <0,05* ns <0,05*
CASP9 Caspase iniciadora 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 <0,001* <0,001* <0,001*
CASP3 Caspase efetora 1,00 £ 0,00 0,01+0,01 0,31+ 0,27 0,09 = 0,09 <0,05* ns <0,05*
CASP7 Caspase efetora 1,00 £ 0,00 0,02 £ 0,02 0,71+ 0,58 0,31+ 0,30 ns ns ns
AIFM1 Efetor independente 1,00 + 0,00 0,01 +£0,01 0,33+0,27 0,18+ 0,18 <0,05* ns ns

P: Teste One-Way ANOVA com repeticdes e teste de Tukey com a=0,05; X% + EP: Média% + Erro Padrao; 1: GEN 1uM versus Controle; 2: GEN 5uM + DXR versus Controle; 3: DXR +

GEN 5uM versus Controle; ns: estatisticamente nao significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 44: Expressdo Relativa de mRNA de genes envolvidos na inducéo de apoptose em células MDA-MB-231 n&o-CD24/CD44", comparando 0s

tratamentos entre si.

Quantidade Relativa de Expressédo Génica (X% = EP)

Gene Funcao GEN 1 uM GEN 5 uM +DXR _ DXR + GEN 5 uM Pl P2 P3
TP53 (sup(r:ehses%lﬂzlr?wtoran 0,03 + 0,03 0,82 + 0,66 0,91 + 0,90 ns ns ns
AKT1 gﬂi‘;’;‘ﬁg 0,00 + 0,00 0,37 0,29 0,29 + 0,29 ns ns ns
APAF1 Via intrinseca 0,19+0,19 1,10+ 0,89 0,48 £ 0,48 ns ns ns
BAD Via intrinseca 0,03 £ 0,02 0,74 + 0,59 0,81+ 0,80 ns ns ns
BAX Via intrinseca 0,01+0,01 0,31+0,24 0,29 £ 0,29 ns ns ns
CYCS Via intrinseca 0,01 +£0,01 0,32 £ 0,26 0,17 £ 0,17 ns ns ns
CFLAR Via extrinseca 0,01+0,01 0,30+ 0,25 0,16 £ 0,16 ns ns ns
FADD Via extrinseca 0,04 £ 0,03 0,90+ 0,78 0,49 £ 0,47 ns ns ns
FAS Via extrinseca 0,01 +£0,01 0,54 £ 0,45 0,21 +£0,21 ns ns ns
FASLG Via extrinseca 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 ns ns ns
CASP8 Caspase iniciadora 0,00 £ 0.00 0,31+0,28 0,10 £ 0,09 ns ns ns
CASP9 Caspase iniciadora 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 ns ns ns
CASP3 Caspase efetora 0,01 +0,01 0,31+ 0,27 0,09 + 0,09 ns ns ns
CASP7 Caspase efetora 0,02 £ 0,02 0,71+ 0,58 0,31 +0,30 ns ns ns
AIFM1 Efetor independente 0,01 +0,01 0,33+ 0,27 0,18 + 0,18 ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA com repeti¢des e teste de Tukey com a=0,05; X% + EP: Média% =+ Erro Padrado; 1: GEN 1uM versus GEn 5uM + DXR; 2: GEN 5uM versus DXR + GEN 5uM; 3:
GEN 5uM + DXR versus DXR + GEN 5uM; ns: estatisticamente ndo significativo.



Tabela 45: Expresséo Relativa de mRNA de genes envolvidos na inducéo de apoptose em células MDA-MB-231 CD24/CD44", em relac&o ao controle

ndo-tratado.

Quantidade Relativa de Expressédo Génica (X% = EP)

Gene Fungao Controle GEN1pyM  GEN5uM+DXR DXR+GEN5pM ' * P2 P3
TP53 (Sup(r:ehses‘;krptﬂ'&ral) 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 3,86 + 3,66 0,09 + 0,05 ns ns ns
AKT1 gﬂi‘;’;‘ﬁg 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 2,20 + 2,06 0,06 + 0,03 ns ns ns
APAF1 Via intrinseca 1,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 1,87+ 1,70 0,08 £ 0,04 ns ns ns
BAD Via intrinseca 1,00 = 0,00 0,03 £ 0,02 3,94 £ 3,74 0,12 £ 0,05 ns ns ns
BAX Via intrinseca 1,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 2,48 £ 2,37 0,05+ 0,02 ns ns ns
CYCS Via intrinseca 1,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 454 + 4,46 0,04 + 0,02 ns ns ns
CFLAR Via extrinseca 1,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 2,69+2,61 0,03 £0,02 ns ns ns
FADD Via extrinseca 1,00 + 0,00 0,03 £0,02 3,02+2,91 0,08 £ 0,03 ns ns ns
FAS Via extrinseca 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 2,11 +2,03 0,04 + 0,02 ns ns ns
FASLG Via extrinseca 1,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 4,88 + 4,85 0,00 + 0,00 ns ns ns
CASP8 Caspase iniciadora 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 3,60 + 3,52 0,04 + 0,03 ns ns ns
CASP9 Caspase iniciadora 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,04 + 0,03 0,03 +0,01 <0,001* <0,001* <0,001*
CASP3 Caspase efetora 1,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 3,56 + 3,46 0,04 + 0,02 ns ns ns
CASP7 Caspase efetora 1,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 1,88+1,74 0,07 + 0,04 ns ns ns
AIFM1 Efetor independente 1,00 + 0,00 0,00 + 0,00 3,00+ 2,91 0,07 £ 0,06 ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA com repeticdes e teste de Tukey com a=0,05; X% + EP: Média% + Erro Padrao; 1: GEN 1uM versus Controle; 2: GEN 5uM + DXR versus Controle; 3: DXR +

GEN 5uM versus Controle; ns: estatisticamente nao significativo; *: estatisticamente significativo.



Tabela 46: Expresséo Relativa de mRNA de genes envolvidos na inducdo de apoptose em células MDA-MB-231 CD24/CD44", comparando os efeitos

de cada tratamento entre si.

Quantidade Relativa de Expressédo Génica (X% = EP)

Gene Funcao GEN 1 uM GEN 5 uM +DXR __ DXR + GEN 5 uM Pl P2 P3
TP53 (sup(r:ehsescokrptzlrgtoral) 0,00 + 0,00 3,86 + 3,66 0,09 + 0,05 ns ns ns
AKT1 gﬂi‘;’;‘ﬁg 0,00 + 0,00 2,20 + 2,06 0,06 + 0,03 ns ns ns
APAF1 Via intrinseca 0,00 £ 0,00 1,87+ 1,70 0,08 £ 0,04 ns ns ns
BAD Via intrinseca 0,03 £ 0,02 3,94+ 3,74 0,12 £ 0,05 ns ns ns
BAX Via intrinseca 0,00 = 0,00 2,48 £ 2,37 0,05 = 0,02 ns ns ns
CYCS Via intrinseca 0,00 = 0,00 454 + 4,46 0,04 £ 0,02 ns ns ns
CFLAR Via extrinseca 0,00 £ 0,00 2,69+261 0,03 £ 0,02 ns ns ns
FADD Via extrinseca 0,03 £ 0,02 3,02+291 0,08 £ 0,03 ns ns ns
FAS Via extrinseca 0,00 £ 0,00 2,11+£2,03 0,04 £ 0,02 ns ns ns
FASLG Via extrinseca 0,00 £ 0,00 4,88 + 4,85 0,00 = 0,00 ns ns ns
CASP8 Caspase iniciadora 0,00 + 0,00 3,60 + 3,52 0,04 + 0,03 ns ns ns
CASP9 Caspase iniciadora 0,00 + 0,00 0,04 + 0,03 0,03+ 0,01 ns ns ns
CASP3 Caspase efetora 0,00 £ 0,00 3,56 + 3,46 0,04 £ 0,02 ns ns ns
CASP7 Caspase efetora 0,00 £ 0,00 1,88+1,74 0,07 £ 0,04 ns ns ns
AIFM1 Efetor independente 0,00 £ 0,00 3,00+2,91 0,07 £ 0,06 ns ns ns

P: Teste One-Way ANOVA com repeti¢des e teste de Tukey com a=0,05; X% + EP: Média% =+ Erro Padrado; 1: GEN 1uM versus GEn 5uM + DXR; 2: GEN 5uM versus DXR + GEN 5uM; 3:
GEN 5uM + DXR versus DXR + GEN 5uM; ns: estatisticamente ndo significativo.



Resultados

Comparando as sub-populacbes CD24/CD44" e nd0o-CD247/CD44" em
cada tratamento, foi observado que células CD24/CD44" apresentaram supressao
na expressdo de genes apoptéticos apos os tratamentos GEN 1 uM 24h e DXR 1
ng/mL 24h + GEN 5 uM 24h em relacéo a populacdo ndo-CD24/CD44", entretanto,
as diferencas observadas nao foram estatisticamente significativas (Tabela 47). Em
contrapartida, apés o tratamento GEN 5 pyM + DXR, células CD24/CD44"
apresentam aumento na expressdo de genes apoptdticos em comparagdo a
populagdo n&Ao-CD24/CD44*. Contudo, tais diferencas também ndo foram

estatisticamente significativas (Tabela 47).
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Tabela 47: Expressdo Relativa de mRNA de genes envolvidos na inducdo de apoptose em MDA-MB-231, comparando células CD24/CD44" e ndo-CD24

/CD44".
Quantidade Relativa de Expressédo Génica (X% = EP)
Gene Funcéo GEN 1 uM GEN 5 pM + DXR 1 ng/mL DXR 1 ng/mL + GEN 5 uyM P1 P2 P3
nao-CTT CTT nao-CTT CTT nao-CTT CTT
TP53 Checkpoint 0,03 £ 0,03 0,00 £ 0,00 0,82 + 0,66 3,86 + 3,66 0,91 + 0,90 0,09+0,05 | ns ns ns
(supressor tumoral)
AKT1 gr‘]iz';%‘r’:g 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,37 + 0,29 2,20 + 2,06 0,29 + 0,29 006+003 | ns ns ns
APAF1 Via intrinseca 0,19+£0,19 0,00 £ 0,00 1,10+ 0,89 1,87+ 1,70 0,48 + 0,48 0,08 £ 0,04 ns ns ns
BAD Via intrinseca 0,03 £0,02 0,03 £0,02 0,74 £ 0,59 3,94 + 3,74 0,81 +0,80 0,12 £ 0,05 ns ns ns
BAX Via intrinseca 0,01 +£0,01 0,00 £ 0,00 0,31+0,24 2,48 £ 2,37 0,29 £ 0,29 0,05 £ 0,02 ns ns ns
CYCS Via intrinseca 0,01 +£0,01 0,00 £ 0,00 0,32 £ 0,26 4,54 £ 4,46 0,17 £ 0,17 0,04 £ 0,02 ns ns ns
CFLAR Via extrinseca 0,01 +£0,01 0,00 £ 0,00 0,30 £ 0,25 2,69+ 2,61 0,16 £ 0,16 0,03 £0,02 ns ns ns
FADD Via extrinseca 0,04 £ 0,03 0,03 £ 0,02 0,90+ 0,78 3,02+£291 0,49 + 0,47 0,08 £ 0,03 ns ns ns
FAS Via extrinseca 0,01 +0,01 0,00 + 0,00 0,54 + 0,45 2,11+2,03 0,21+0,21 0,04 + 0,02 ns ns ns
FASLG Via extrinseca 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 4,88 + 4,85 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 ns ns ns
CASP8 Caspase iniciadora 0,00 £ 0.00 0,00 £ 0,00 0,31+0,28 3,60 £ 3,52 0,10 £ 0,09 0,04 £ 0,03 ns ns ns
CASP9 Caspase iniciadora 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,04 £ 0,03 0,00 = 0,00 0,03 +£0,01 ns ns ns
CASP3 Caspase efetora 0,01+0,01 0,00 £ 0,00 0,31+ 0,27 3,56 + 3,46 0,09 + 0,09 0,04 + 0,02 ns ns ns
CASP7 Caspase efetora 0,02 £ 0,02 0,00 £ 0,00 0,71 £ 0,58 1,88+ 1,74 0,31+ 0,30 0,07 £ 0,04 ns ns ns
AIFM1 Efetor independente 0,01+0,01 0,00 £ 0,00 0,33+ 0,27 3,00+2,91 0,18 + 0,18 0,07 = 0,06 ns ns ns

P: Teste t Student pareado com a=0,05; X% + EP: Média% * Erro Padrdo; 1: GEN 1uM ndo-CTT versus GEN 1uM CTT; 2: GEN 5uM + DXR n&o-CTT versus GEN 5uM + DXR CTT; 3: DXR + GEN

5uM nao-CTT versus DXR + GEN 5uM CTT; ns: estatisticamente nao significativo.
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5 DISCUSSAO

5.1 Tratamentos isolados

No presente estudo, a exposicdo a GEN 1 uM por 24 h provocou
aumento da apoptose por bloqueio em fase G2/M e reducéo na viabilidade celular.
Isso confirmou o pressuposto efeito antitumoral atribuido a GEN em doses
fisiologicas, entretanto, 0 aumento na concentragdo de GEN nado provocou variacdes
nas taxas de apoptose e viabilidade. Tais resultados corroboram parcialmente com
Pan et al. (2012), que investigaram os efeitos de doses de 5 — 20 yM de GEN por
72h em MDA-MB-231 e verificaram inibicdo do crescimento celular, acimulo de
células em fase G2/M, e inibicdo da atividade da NF-kB por meio da sinalizacdo da
via Notch-1.

A respeito da capacidade da GEN em inibir o crescimento e a
viabilidade em células de CM triplo-negativo, a literatura aponta resultados
contraditorios em concentracdes elevadas e reduzidas de GEN (Li et al., 2005;
Yang, Zhou e Yang, 2007). Magee et al. (2004) estudou os efeitos de GEN 2,5 yM
por 48h em células MDA-MB-231 e ndo observou reducédo na viabilidade celular.
Santell et al. (2000) utilizando 20 yM de GEN por 48h observaram inibicdo de 50%
na proliferagédo celular em MDA-MB-231. No entanto, 0 mesmo estudo apontou que
o tratamento in vivo com GEN, cuja concentracdo plasmatica maxima foi de 1 uM,
nao mostrou reducéo na formacédo do tumor.

Apesar da reducdo na viabilidade celular, no nosso estudo foi
observado que o tratamento com GEN 1 uM néo reduziu a propor¢do CD24/CD44".
Além disso, GEN 1 pyM provocou supressao na expressao de genes que induzem
apoptose, de modo que, a supressdo em células CD24/CD44" foi mais intensa do
que em ndo-CD247/CD44". A respeito dos efeitos da GEN sobre CTTs de CM, ainda
h& pouca informacéo na literatura. Fan et al. (2013) trataram células MCF-7 com
GEN 5 - 30 uM por 48h e observaram que a inibicdo da via Hedgehog provoca
reducdo na proliferacdo celular, e também reducdo na proporcao de células CD24"
/CD44",

A cerca da linhagem MCF-7 (CM hormdénio-dependente), ndo foram
observados efeitos letais associados ao tratamento com GEN nas concentracdes

estudadas. Contudo, pela regressao linear foi possivel observar que o aumento da
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dose de GEN 24h induz acumulo na fase S seguido de diminuicao das fases G0/G1
e G2/M, levando a aumento na apoptose e na viabilidade como resultante final.
Dessa forma, isso sugere que o tratamento induz as células MCF-7 a permanecerem
em fase S por tempo prolongado. Esses resultados corroboram com Wang e Kurzer
(1997), que demonstraram aumento de 150%-235% na sintese de DNA em células
MCF-7 ap0s 24h de tratamento com 0,1-10 uM GEN. Além disso, Zheng et al. (2013)
analisaram os efeitos de 0,001 — 10 uM de GEN em células MCF-7, e verificaram
aumento na fase S com significativa proliferagdo, possivelmente ocasionados pela
ativacao de respostas estrogénicas mediadas por REs e pela via PI3K/Akt.

De modo geral, na literatura acredita-se que células horménio-
dependentes sofrem inibicdo com concentracdes de GEN entre 0,01 yM e 10 uM, e
apresentam proliferacéo a partir de 10 uM (Klein e King, 2007; Yang, Zhou e Yang,
2007), mas isso hdo € um consenso. Alguns pesquisadores apontaram que somente
doses saturantes acima de 10 uM de GEN sao capazes de estimular ambos REa e
RER, inibindo células hormdnio-dependentes (Bilal et al., 2014).

Sobre os tratamentos isolados com DXR 1 ng/mL, 2 ng/mL e 5 ng/mL,
foi observado aumento significativo na viabilidade celular em MDA-MB-231 e MCF-7.
Em MDA-MB-231, houve aumento na proporcdo de células em fase G2/M. Ja em
MCF-7, houve aumento na proporcao de células em fase S, seguido de aumento
também na taxa apoptose. Paralelamente, a dose de DXR 1 ng/mL também néo
produziu alteracéo na populacdo CD24/CD44" em MDA-MB-231. Estudos anteriores
ja demonstraram que a dose minima de DXR que induz 50% de morte celular (IC50)
em 48h para a MCF-7 e MDA-MB-231 é em torno de 20-50 ng/mL, respectivamente
(Li et al., 2005; Sharma et al., 2011). Assim, as concentracdes utilizadas no presente
estudo (cerca de 10 vezes abaixo da IC50) certamente ndo exercem efeitos
inibitérios. No entanto, por ser uma droga mutagénica, a DXR possivelmente pode
provocar danos sub-letais que sinalizam resposta ao dano no DNA e estimulam
rotas de sobrevivéncia celular. A respeito dos efeitos da DXR sobre CTTs, Tudoran
et al. (2015) verificaram que células MDA-MB-231 tratadas com DXR na dose IC50
por 24h tornam-se resistentes e nao sofrem inibicdo nas taxas de proliferagéo,
agregacao e formacao de mamoesferas.

Sobre os tratamentos isolados com 5 Gy e 10 Gy de RAD ionizante, em

células MCF-7 foi observado reducdo na viabilidade por bloqueio em GO/G1 e
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apoptose. Ja na linhagem MDA-MB-231, a reducao na viabilidade ocorreu somente
na dose 10 Gy, sendo observado bloqueio em fase G2/M, seguido de apoptose. Tais
dados corroboram com os resultados na literatura. Sabe-se que o CM triplo-negativo
é altamente radio-resistente pela elevada presenca de células CD24/CD44", ao
contrario da MCF-7, a qual possuem fendtipo luminal (Phillips, Mcbride e Pajonk,
2006; Moncharmont et al., 2012). Um estudo recente realizado por Bensimon et al.
(2015) apontou que a radioresisténcia em CTTs pode esté diretamente associada a
eliminacdo do CD24. Os pesquisadores concluiram que células CD24/CD44"
induzidas a expressar CD24 apresentam aumento no estresse oxidativo e na

instabilidade genémica, tornando as células CTTs mais sensiveis a radiacao.

5.2 Tratamentos combinados

A respeito dos tratamentos combinados com DXR, foi observado que o
pré-tratamento com GEN (GEN + DXR), de modo geral, ndo induziu alteracées na
viabilidade em ambas as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7. Em MCF-7, houve
interacdes sinérgicas entre GEN e DXR em todas as doses GEN + DXR, seguido de
aumento da apoptose nas doses GEN 1 uyM e 2,5 uM. Pela regressao linear,
verificou-se que o aumento da dose de GEN provoca diminuicdo da fase GO/G1 e
aumento da fase S em MCF-7.

Por outro lado, em MDA-MB-231, a reducédo do CID nos tratamentos
GEN + DXR esteve atrelada ao aumento da concentracdo de GEN. Dessa forma, na
dose de GEN 5 yM + DXR 1 ng/mL foi observado efeito sinérgico entre GEN e DXR,
com aumento na fase G2/M seguido de apoptose e reducdo na populacdo CD24"
/CD44". Além disso, o tratamento GEN 5 uM + DXR 1 ng/mL induziu a expresséo de
genes apoptoticos, de modo que, a expressdo em células CD247/CD44" foi mais
intensa do que em n&o-CD247/CD44". No entanto, a expressdo do gene CASP9
apresentou significativa supresséo, sugerindo que o processo de apoptose, nesse
caso, parece estar ocorrendo principalmente via caspases 8 e 3. Dessa forma, tais
resultados indicam que o bloqueio em fase G2/M provocado pela exposicao a GEN 5
UM é capaz de sensibilizar células CD24/CD44" de MDA-MB-231 ao tratamento
posterior com o agente mutagénico DXR 1 ng/mL.
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Esses resultados corroboram parcialmente Lim et al. (2006), que
trataram células MCF-7 e MDA-MB-231 com doses de GEN 25 yM e 50 uM por 24h,
seguido de tratamento com doses de DXR 1-100 ng/mL por 48h. Foi observado que
a GEN tornou as células MDA-MB-231 mais sensiveis a DXR, possivelmente pela
superexpressao de GRP78 (glucose-regulated protein-78), entretanto, a GEN néo
exerceu efeitos sobre a MCF-7.

A respeito dos pos-tratamentos (DXR + GEN), em ambas as linhagens,
a reducdo do CID, ou seja, 0 aumento da sinergia, também esteve atrelado ao
aumento da concentracdo de GEN. Em MDA-MB-231, o pos-tratamento DXR 1
ng/mL + GEN 5 yuM provocou drastica reducdo na viabilidade, com aumento na
apoptose e bloqueio em fase G2/M. Semelhantemente, em MCF-7, o pOs-tratamento
DXR 1 ng/mL + GEN 5 pM também provocou drastica redugdo na viabilidade,
aumento na apoptose e blogueio em fase GO/G1.

Embora a reducdo na viabilidade celular seja notavel, os pos-
tratamentos em MDA-MB-231 chamam atencdo para outros aspectos importantes.
Na dose de GEN 1 uM , o pés-tratamento DXR + GEN apresentou efeito antagonico
entre GEN e DXR, com aumento na viabilidade seguido de aumento na fase G2/M,
aumento na apoptose e reducdo na populacdo CD24/CD44". Por outro lado, na
dose de GEN 5 uM, o pés-tratamento DXR + GEN apresentou efeito sinérgico entre
GEN e DXR, com bloqueio na fase G2/M seguido de apoptose. Contudo, ndo houve
reducdo na populacdo CD24/CD44". Além disso, o tratamento DXR 1 ng/mL + GEN
5 UM provocou supressdo de genes apoptoticos, de modo que, a supressdo em
células CD24/CD44" foi mais intensa do que em n&o-CD247/CD44". Pela regressao
linear, é possivel verificar que o0 aumento na dose de GEN no pés-tratamento (DXR
+ GEN) induz aumento na popula¢cdo CD247/CD44". Do mesmo modo, a reducdo do
CID, ou seja, 0 aumento da sinergia, também produz aumento na populacdo CD24"
/ICDA44".

Dessa forma, esses resultados apontam que o0s pré e pés-tratamentos
que provocam morte celular e redugdo da viabilidade nas populacdes sensiveis,
concomitantemente, parecem induzir a sinalizacdo de mecanismos de sobrevivéncia
em populagcbes CD24/CD44", incluindo supressdo de vias apoptdticas. Nesse

contexto, somente doses que induzem bloqueio celular, mas sem provocar reducao
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na viabilidade celular, sdo capazes de afetar populacdes CD24/CD44" de MDA-MB-
231.

Na literatura ndo h& estudos relacionando os efeitos do pré-tratamento
e do pos-tratamento utilizando GEN e DXR nas condicfes de nosso estudo. Um
estudo realizado por Wang et al. (2008) apontou que DXR em pequenas
concentracdes pode conduzir as células a fase G2/M, tornando-as mais suscetiveis
a tratamentos secundarios. No entanto, Vijayaraghavalu et al. (2012) testaram DXR
1 ng/mL em MCF-7 por 48-72h e nao observaram aumento na fase G2/M.
Paralelamente, a GEN pode exercer algum blogueio no reparo dos danos causados
pela DXR ao DNA, como a inibicdo da topoisomerase Il (Chen e Liu, 1994).

A respeito dos tratamentos combinados com RAD, na linhagem MCF-7
foi observado que todos os tratamentos apresentaram efeitos sinérgicos, com
reducdo da viabilidade e bloqueio na fase GO/G1l. Contudo, os tratamentos
combinados ndo produziram taxas de morte celular superiores ao tratamento isolado
com RAD 5 Gy. Em contrapartida, a linhagem MDA-MB-231 se mostrou resistente
aos tratamentos combinados com GEN, ou seja, em todos os tratamentos houve
efeito antagbnico entre GEN e RAD, refletindo em aumento da viabilidade. Nos pré-
tratamentos GEN + 10 Gy houve aumento na fase G2/M, mas nos pés-tratamentos
10 Gy + GEN néo houve alteracéo no ciclo celular.

Liu et al. (2013) irradiaram células MCF-7 e MDA-MB-231 com RAD 4
Gy na presenca e na auséncia de 5 - 20 uM de GEN, ou seja, 0s pesquisadores
mantiveram as linhagens expostas a GEN durante a aplicacdo da RAD (co-
tratamento). Foi observado um potente efeito antitumoral, inclusive na linhagem
MDA-MB-231, em que as células pré-tratadas com GEN apresentaram mais lesdes
no DNA e bloqueio na fase G2/M do que as células que foram apenas irradiadas.

De modo geral, sabe-se que o tratamento utilizando agentes
mutagénicos como DXR e RAD ativa uma complexa rede de reacdes celulares que
em conjunto podem ser chamadas de “Resposta ao Dano no DNA” as quais
controlam diversas fungcbes como proliferagéo celular, reparo do DNA e mortes por
apoptose e necrose. Essas reagdes séo interligadas por redes de sinalizacdo celular
que interagem em diversos niveis moleculares de comunicagéo e feedback (Harper
e Elledge, 2007). Consequentemente, a avaliacdo da eficiéncia de uma combinacao

terapéutica exige um entendimento detalhado a respeito da “Resposta ao Dano no

86



Discussao

DNA” e também sobre o processamento de diversas outras respostas moleculares.
Além disso, deve-se considerar como esse processamento pode ser modificado
pelas alteracdes genéticas geralmente encontradas no tumor, e como redes
especificas de sinalizacdo podem ser ativadas por drogas de modo a dirigir a célula
a morte (Sachs et al., 2005; Lee et al., 2012).

Visando a pratica clinica, de modo geral, os resultados no presente
estudo apontam que a faixa de concentracao para a utilizacdo da GEN em pacientes
parece ter pouca margem de seguranca. Embora a inibicdo sobre CTTs seja
expressiva, a GEN age de forma pleiotrépica, e induz efeitos antagbnicos apds a
variacdo da dose em apenas duas vezes. Dessa forma, a investigacdo de
concentragdes de GEN com efeitos antitumorais, mas sem riscos ao paciente, ainda

representa um desafio para os estudos futuros (Russo et al., 2016).
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6 CONCLUSOES

A hipoétese inicial de que doses fisiolégicas de GEN induzem morte
celular em linhagem MDA-MB-231 (CM triplo-negativo) foi confirmada nesse estudo,
entretanto, os tratamentos ndo afetaram a populacdo de CTTs resistentes. Além
disso, o0 aumento na concentracdo de GEN nao provocou variacfes nas taxas de
apoptose e viabilidade.

A cerca da linhagem MCF-7 (CM hormdnio-dependente), foram
observados efeitos pré-oncogénicos importantes associados ao tratamento com
GEN nas concentracfes estudadas. Dessa forma, o uso de doses fisiolégicas de
GEN parece nao trazer beneficios para portadores de CM hormonio-dependente.

Sobre os pré e pés-tratamentos irradiados na linhagem MDA-MB-231,
todas as doses fisioldégicas de GEN estudadas apresentaram efeito antagbnico em
combinacdo com a dose de 10 Gy de RAD, refletindo em aumento na viabilidade
celular. Dessa forma, o uso de irradiagdo em combinacdo com GEN nas doses
estudadas parece nao ser vantajoso em células MDA-MB-231.

Em esquemas de pré e pos-tratamento, doses fisiolégicas de GEN
atingiram sinergia em combinacdo com uma dose extremamente baixa de DXR. No
entanto, os tratamentos que provocaram efetiva reducdo da viabilidade,
concomitantemente, causaram supressao de vias apoptéticas em populagdes CD24"
/CD44". Nesse sentido, somente o tratamento que induziu blogueio celular, mas sem
provocar reducdo na viabilidade, foi capaz de afetar a populacdo de CTTs da
linhagem MDA-MB-231. Em virtude disso, 0 presente estudo evidencia que 0 uso
combinado de doses fisiologicas de GEN e DXR se mostra eficaz na inibicdo de
CTTs somente no pré-tratamento com GEN 5 pM por 24h seguido de DXR 1 ng/mL
por 24h.

Por fim, a investigacdo de novos esquemas terapéuticos no combate
ao CM, especialmente as novas abordagens empregando compostos naturais, em
geral, requer mais atencao a respeito da presenca de CTTs, visto que a reducdo na
viabilidade celular ndo garante a eliminacao de populacdes resistentes, as quais s&o

responsaveis pela maioria dos casos de recidiva, metastase e morte.
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Moderate synergism between genistein and doxorubicin in MDA-MB-231 preserves cell
viability in G2/M phase, but defeats CD24/CD44" population
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CARVALHO et al: GENISTEIN AND DOXORUBICIN COMBINATION DEFEATS CD24"
/CD44" CELLS IN MDA-MB-231

Abstract. Conventional chemo- and radiotherapy acts both reducing tumor cells before the
surgery, as eliminating remaining cancer cells after the surgery. However, in both cases
cytogenotoxic therapy selects resistant cancer stem cells (CSCs), resulting in tumor relapse.
The investigation of CSCs status after in vitro exposure to cytogenotoxic agents combined
with a tyrosine kinase inhibitor may help to understand cancer resistance scenery. Low doses
of the tyrosine kinase inhibitor genistein (GEN) cause G2/M arrest and reduce MDA-MB-231
viability and proliferation. Thus, this study aimed to investigate synergic effects of low doses
of GEN in combination with radiation (RAD) and doxorubicin (DXR), using pre and post-
treatment regimens in breast cancer cell line claudin-low MDA-MB-231. We correlated cell
viability, coefficient of drug interaction, cell cycle, late apoptosis and amount of CSCs
(CD24°/CD44"). Synergic treatments had CSCs and non-CSCs sorted in order to analyze pro-
apoptotic gene expression. We found that all GEN low doses showed antagonism in
combination with 10 Gy RAD (p <0.01). In contrast, one GEN low dose combined with DXR
achieved modest synergism (p <0.01). GEN 5 uM pretreatment followed by DXR 1 ng/ml
reduced CD24/CD44" population, likely up-regulating pro-apoptotic genes in CD24/CD44"
cells (result statistically non- significant), but did not disturb MDA-MB-231 cell viability.
Thus, we conclude that some combined treatments using low doses of DXR and GEN in pre
and post-treatment schemes can trigger apoptosis and reduce MDA-MB-231 viability.
However, decrease in cell viability appears to induce survival signaling mechanisms in CSCs,
including apoptosis suppression. These findings suggest that only GEN combinations that
induce G2/M arrest, but do not alter cell viability, are able to target CSCs in MDA-MB-231.
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In practice, these results can help understanding how to sensitize resistant CSCs before boost
antitumor attack, and contribute to develop new anticancer strategies.
Introduction

Cancer stem cells (CSCs), characterized by CD24/CD44" phenotype, have high
capacity for self-renewal and differentiation, leading to production of all cell types found
within the tumor (1). In addition, CSCs exhibit gene expression profile strongly associated
with poorly differentiated tumors such as claudin-low breast cancer (2, 3). CSCs maintenance
involves mechanisms regulated by specific pathways with active participation of several
tyrosine kinases (4-7).

It is known that CSCs have up-regulated DNA repair mechanisms and protection
against oxidative stress, which makes them highly radio-resistant (8). In addition, CSCs are
quiescent cells and have low proliferation rate, making them refractory to chemotherapeutic
agents that act on cell cycle block (9). Li and colleagues (10) observed that core-biopsy
samples obtained from patients treated with neoadjuvant chemotherapy using doxorubicin
(DXR) showed a significant increase in CD24/CD44" percentage associated with treatment.
Furthermore, antiapoptotic mechanisms related to cell cycle regulators in CSCs may also be
critical to the chemo/radioresistance (11). Harper et al. (12) reported that CSCs stay longer in
the G2 phase after exposure to different chemotherapeutic agents and radiation, and
concluded that the checkpoint in G2 may be the responsible for processes that prevent
apoptosis.

Genistein (GEN - 4',5,7-trihydroxyisoflavone - Ci5H100s), is a non-steroidal natural
compound structurally similar to 17pB-estradiol hormone. GEN can interact with estrogen
receptors (ERa and ERp) exercising agonistic or antagonistic effects (13). GEN also exerts
inhibition on a wide variety of protein kinases (14) and histidine kinase (15). In general, GEN
acts as a competitive inhibitor of adenosine triphosphate (ATP) in kinase phosphorylation
reaction, however, does not compete with the protein substrate. Thus, its broad spectrum
inhibition of tyrosine kinases is probably attributed to ATP binding domain be highly
conserved (16, 17). Recently, Fang et al. (18) conducted a phosphoproteomic study using
MDA-MB-231 cells and indicated that 40 uM of GEN exerts antitumor effects by modulating
332 phosphorylation sites in 226 proteins involved in several biological processes such as cell
cycle, DNA replication, cell division and response to DNA damage. Other studies also
indicate that GEN inhibits cell growth via miRNAs regulation (19, 20) and epigenetic
modulation (21, 22).

The impact that G2/M checkpoint may produce on CSCs needs to be better understood,
since the G2/M arrest signals extremely powerful survival pathways in CSCs (11). In this
context, inhibition of tyrosine kinases using low doses of GEN represents a useful tool,
especially when combined with cytogenotoxic agents which also enable checkpoints and lead
to apoptosis. Thus, this study aimed to observe whether in vitro exposures using low doses of
GEN combined with DXR and RAD in pre and post-treatments schemes are able to induce
pro-apoptotic effects in CSCs and non-CSCs populations in MDA-MB-231. Furthermore, we
investigated whether the amount of CSCs (CD24/CD44") is associated with variations in cell
viability, apoptosis and cell cycle in MDA-MB-231 cultures after treatment. This study also
analyzed luminal breast cancer MCF-7 cell viability.

Materials and methods

Cell culture. MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines were purchased from Rio de Janeiro Cell
Bank (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). MDA-MB-231 were cultured in Lebovitz medium (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), whereas MCF-7 were cultured in DMEM F12 (Thermo Fisher
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Scientific, Inc., Waltham, MA, USA). Both medium cultures were supplemented with 10%
fetal bovine serum (Gibco, Thermo Fisher Scientific, origin: South America) and 1%
penicillin-streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Cells were
cultured in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,. Exponential growing cells were
used in the subsequent experiments.

Compounds and treatments. GEN (1 uM, 2.5 uM and 5 uM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), DXR (1 ng/ml, 2 ng/ml and 5 ng/ml; Glenmark Pharmaceutical, S&o Paulo, SP, Brazil)
and vehicle control dimethylsulfoxide (0.1% DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
were tested for 24 h and 48 h. In addition, 5 Gy and 10 Gy of RAD were applied respectively
in MCF-7 and MDA-MB-231. Cells were irradiated using the RS 2000 x-ray biological
irradiator (RadSource Tech, Boca Raton, FL, USA), and the assays were performed 24 h after
irradiation. GEN was administered in combination with RAD and DXR using pre-treatment
(GEN 24 h + DXR 24 h and GEN 24 h + RAD 24 h) and post-treatment (DXR 24 h + GEN
24 h and RAD 24 h + GEN 24 h) schemes. Before each treatment, cells were washed with
PBS.

Cell Viability. Cytotoxicity was measure by MTT assay (23). Cells lines were plated into 96-
well plates at a density of 2 x 10* cell/well and incubated at 37°C for 24 h. Subsequent to
treatments, cells were incubated with 20 ul MTT (5 mg/ml; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) at 37°C for 4 h. Medium was removed and was added 100 pl solubilizing solution (10%
Triton X-100, 50% isopropyl alcohol, 0.5% HCI, 35.5% water), leaving overnight in a
humidified incubator. Colorimetric reading was performed on SpectraMax 190 Microplate
Absorbance Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) at A570 nm. Absorbance iS
directly proportional to the number of viable cells in each treatment. Cell viability was
expressed as a percentage of the absorbance relative to the control group. We considered
optimal doses treatments that caused at least 60% viability.

In vitro antagonism. The coefficient of drug interaction (CDI) was used to analyze the
antagonist effect of GEN, DXR and RAD combinations (24-26). CDI is calculated as follows:
CDI = AB/(A x B). AB is the viability ratio of the combination group relative to the control
group; A or B is the viability ratio of the single treatment group relative to the control group.
Thus, CDI value less than, equal to or greater than 1 indicates that the elements are
synergistic, additive or antagonistic, respectively. CDI less than 0.7 indicates that the
treatments are significantly synergistic.

Cell cycle distribution and late apoptosis. The distribution of cell cycle phases was estimated
analyzing the DNA content by flow cytometry (27). Cells were plated in 12 well plates at a
density of 4 x 10* cell/well and incubated at 37°C for 24 h. At the end of each treatment, cells
were fixed with ethanol 70% and stained with 45 ul of PBS, 5 ul of RNase A and 50 pl of
propidium iodide (2 mg/ml RNase A, 100 g/ml Pl and 0.1% Triton-X-100; Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Cells were read on flow cytometer FACS Canto Il (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ, USA). At least 10° cells were counted. The fraction of cells in the sub-
Gl, GO0/G1, S, and G2/M-phases was performed using ModFit LT 3.3.11 software (Verity
Software House, Topsham, ME, USA).

Immunophenotyping and cell sorting. CSCs populations were detected by CD24/CD44"
phenotype. 4 x 10° cells were plated in culture dishes and incubated at 37°C for 24 h.
Subsequent to treatments, cells were incubated with mouse anti-human monoclonal antibodies
(BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) CD44 (APC; cat#559942) and CD24 (PE;
cat#555428). In the calibration were used the corresponding mouse isotypes controls 1gG1-
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APC and IgG1-PE (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). Treatments that show synergism,
CD247/CD44" and non- CD247/CD44" populations were sorted using the equipment FACS
Aria (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Were acquired 2 x 10° cells of each sub-
population with purity >95%. Data analysis was performed using the software FlowJo
(TreeStar, Ashland, OR, USA).

Pro-apoptotic gene expression levels. Total RNA was extracted using TRIzol reagent (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's instructions, and
quantified using NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Reverse
transcriptase-polymerase chain reaction for cONA synthesis used 500 ng of total RNA in 20
ul final volume reaction using High Capacity cDNA Reverse Transcription with RNase
inhibitor kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Reaction conditions were 25°C for
10 min, 37°C for 2 h, 85°C for 5 min and 4°C for oo, performed in thermal cycler GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). cDNA was used as a
template for quantitative real time-polymerase chain reaction in 10 ul final volume reaction
using Tagman Universal Master Mix Il (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) in a 7500
Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Reaction
conditions were 50°C for 20 sec and 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15
sec and 60°C for 1 min. mRNA quantification of 15 gene targets used specific primers already
inventoried purchased as TagMan Array 96-well Fast Plate (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA): AIFM1  (cat#Hs00377585 ml), AKT1 (cat#Hs00178289 ml), APAF1
(cat#Hs00559441_m1), BAD (cat#Hs00188930_m1), BAX (cat#Hs00180269 _m1), CASP3
(cat#Hs00234387_m1), CASP7 (cat#Hs00169152 ml), CASP8 (cat#Hs01018151 ml),
CASP9 (cat#Hs00154260_m1), CFLAR (cat#Hs01116280_m1), CYCS
(cat#Hs01588973 m1l), FADD (cat#Hs00538709_m1), FAS (cat#Hs00531110 m1l), FASLG
(cat#Hs00181225 ml1l) and TP53 (cat#Hs01034249 ml1). The 18S  ribosomal
(cat#Hs99999901 s1) expression was used as the endogenous RNA control, where each
sample was normalized according to 18S amount. Relative expression of each gene was
calculated based on the relative quantification method (28) using the equation: Relative
Quantification = 2 ~44¢9,

Statistical analysis. The experiments were performed in triplicate. Results are presented as
mean + standard deviation. Gene expression is presented as mean + standard error. Analysis
was performed with Student's t test or with one-way ANOVA followed by Dunett and Tukey
tests. Correlation analysis used Pearson’s correlation. P value <0.05 was considered a
statistically significant difference.

Results

Effect of single and combined treatments using GEN, DXR and RAD on cell viability in MDA-
MB-231 and MCF-7. Compared with non- treated control group, MDA-MB-231 viability
after single treatment with GEN 1 uM for 24 h was 18.13% lower. Likewise, single treatment
with 10 Gy and post-treatment DXR 1 ng/mL + GEN 5 uM reduced MDA-MB-231 viability
in 21.61 and 18.18%, respectively. However, MDA-MB-231 viability were about 17% higher
after single treatments with 1 — 5 ng/ml of DXR for 24 h. Compared with non- treated control
group MCF-7, single and combined treatments with DXR did not cause reduction in cell
viability, except in post-treatment DXR 1 ng/ml + GEN 5 uM, which induced 35% cell death.
In addition, single and combined treatments with RAD induced about 15% cell death in MCF-
7. In general, single treatments with GEN provoked significant increase in MCF-7 viability
(Figure 1 A and B).
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Figure 1. Effect of single and combined treatments using GEN, DXR and RAD on cell
viability in MDA-MB-231 (A and B) and MCF-7 (A and C). Results are presented as mean +

standard deviation. DXR: 1 ng/ml doxorubicin. GEN: 1 uM, 2.5 uM and 5 uM genistein. *: p
<0.05 vs control. a: p<0.05 vs MCF-7.

Synergism between GEN, DXR and RAD in MDA-MB-231 and MCF-7. In MDA-MB-231,
GEN 5 uM combined with DXR exerted moderate synergistic effects in both pre and post-
treatment. On the other hand, all combinations between GEN and 10 Gy RAD showed
antagonistic interactions. In MCF-7, all GEN combinations with RAD and DXR showed
synergistic effects (Figure 2).
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Figure 2: Synergism between GEN, DXR and RAD in MDA-MB-231 (A) and MCF-7 (B).
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Results are presented as mean * standard deviation. CDI: coefficient of drug interaction.
DXR: 1 ng/ml doxorubicin. GEN: 1 uM, 2.5 uM and 5 uM genistein. *: p <0.05 vs control.

Effect of single and combined treatments using GEN, DXR and RAD on late apoptosis in
MDA-MB-231. GEN 1 uM for 24 hours induced 13.1% apoptotic cells in comparison with
non- treated control group MDA-MB-231. In addition, both GEN 1 uM and 5 uM in pre and
post-treatments with DXR induced about 10% apoptotic cells. In general, treatments
combined with RAD provoked higher apoptosis rate, except in pretreatments with GEN 1 uM
and 5 uM (Figure 3).
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Figure 3: Effect of single and combined treatments using GEN, DXR and RAD on late
apoptosis in MDA-MB-231. Results are presented as mean + standard deviation. DXR: 1
ng/ml doxorubicin. GEN: 1 uM, 2.5 uM and 5 uM genistein. *: p <0.05 vs control.

Effect of single and combined treatments using GEN, DXR and RAD on cell cycle in MDA-
MB-231. Comparing G0/G1 phase to control in MDA-MB-231, only the irradiated treatments
showed significantly variations. Single treatment with 10 Gy RAD, and combinations GEN 1
uM + 10 Gy and GEN 5 uM + 10 Gy caused 39.8, 36.38 and 36.4% reduction in GO/G1,
respectively. However, GO/G1 phase after GEN 2.5 uM + 10 Gy treatment was 33.88%
higher than control. Moreover, several treatments induced significant reduction in S phase
compared to control, especially irradiated pretreatments. Comparing G2/M phase to control,
in general, treatments induced significant increase (Figure 4).

150+

& 100
8
[
[
L
o
Q
8 50

0..

[ i} i} i} it i

ov"‘;& _‘g-\ GEN 24h GEN+DXR  DXR+GEN  GEN+10Gy  10Gy+GEN
K\ 9

Figure 4: Effect of single and combined treatments using GEN, DXR and RAD on cell cycle
in MDA-MB-231. Results are presented as mean + standard deviation. DXR: 1 ng/ml
doxorubicin. GEN: 1 uM, 2.5 uM and 5 uM genistein. *: p <0.05 GO0/G1 phase vs. control. a
:p <0.05 S phase vs. control. b :p <0.05 G2/M phase vs. control.
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Effect of single and combined treatments using GEN and DXR on CD24/CD44" population
in MCF-7 and MDA-MB-231. MCF-7 showed CD247/CD44" population less than 1% in
treated and untreated cultures. In MDA-MB-231, no statistical differences were observed in
single treatments compared with control. On the other hand, pretreatment GEN 5 uM + DXR
1 ng/ml and post-treatment DXR 1 ng/ml + GEN 1 uM reduced 15.36 and 18.2% CD24"
/CD44" population, respectively.
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Figure 5: Effect of single and combined treatments using GEN and DXR on CD24-/CD44+
population in MCF-7 and MDA-MB-231.

Correlation matrix using data from DXR 24 h + GEN 24 h post-treatment in MDA-MB-231.
DXR 24 h + GEN 24 h post-treatments showed significant correlation between GEN dose and
CSCs, that is, when GEN dose increases, there is also an expansion in CSCs population
(Table I). Furthermore, there were inversely proportional correlations between GEN dose and
CDI, and between CDI and CSCs population. In other words, when GEN dose increases, there
IS a synergy gain. In addition, when synergy increases, there is an expansion in CSCs
population (Table I).

Table 1. Correlation matrix using data from DXR 24 h + GEN 24 h post-treatments in MDA-
MB-231.

DXR 24 h+ GEN 24 h

S(i': Viability =~ CDI  Apoptosis CSCs  GO0/G1 S G2/M
GEN dose - - - - - - - -
Viability  -0,941 - - - - - - -
CDI -0,998* 0,956 - - - - - -

Apoptosis  -0,085 -0,255 0,036 - - - - -
CSCs 0,999+ -0,947  -0,999*  -0,066 - - - -
G0/G1 -0,452 0,726 0,495 -0,850 -0,469 - - -
S -0,192 0,512 0,240 -0,961 -0,211 0,962
G2/M 0,292 -0,597  -0,338 0,927 0,310 -0,985 -0,994 -

Results are presented as Pearson's correlation coefficient. DXR: 1 ng/ml doxorubicin. GEN: 1
uM, 2.5 uM and 5 uM genistein. CDI: coefficient of drug interaction. CSCs: cancer stem
cells. *p <0.05.
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Effect of combined treatments using GEN and DXR on pro-apoptototic gene expression in
CSCs and non- CSCs in MDA-MB-231. Synergic treatments GEN 5 uM + DXR 1 ng/ml and
DXR 1 ng/ml + GEN 5 uM were choose to sorting CSCs and non-CSCs populations,
followed by molecular analysis. Single treatment GEN 1 uM for 24 h were also evaluated. In
non-CSCs population, pro-apoptotic gene expression after treatments was down-regulated in
comparison to the control. Similarly, in CSCs population, gene expression levels associated to
treatments GEN 1 uM and DXR 1 ng/ml + GEN 5 uM also seemed down-regulated, but the
results were not statistically significant. In contrast, GEN 5 uM + DXR 1 ng/ml treatment
overexpressed apoptotic genes, but the results also were not statistically significant, exception
CASP9, that showed significant suppression compared to control (Figure 5 A and B).
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Figure 5: Effect of combined treatments using GEN and DXR on pro-apoptototic gene
expression in CSCs (A) and non- CSCs (B) in MDA-MB-231. CSCs: cancer stem cells. GEN:
genistein. DXR: doxorubicin.

Discussion

The hypothesis that in vitro exposures with low doses of GEN combined with DXR are
able to induce pro-apoptotic effects in CSCs and non-CSCs populations in MDA-MB-231
were confirmed in the present study. In pre and post treatment schemes, low doses of GEN
reach synergy in combination with an extremely low dose of DXR. However, treatments that
lead to the effective the reduction of cell viability concomitantly causes suppression in
apoptotic pathways in CD24/CD44" cells. Accordingly, only treatments that induce cell
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arrest, but without causing decrease in viability, are able to affect CSCs population in MDA-
MB-231 line.

Thus, at a dose of GEN 5 uM + DXR 1 ng/ml is observed an increase in the G2/M
phase followed by induction in apoptosis and reduction in CD24/CD44" population.
Furthermore, the treatment GEN 5 uM + DXR 1 ng/ml induces the expression of apoptotic
genes. Expression in CD247/CD44" cells is higher than in non-CD24/CD44". However,
CASP9 expression is significant suppressed, suggesting that apoptosis in this case seems to
occur mainly through caspase 8 and caspase 3. Thus, these results indicate that blockade in
G2/M phase caused by exposure to GEN 5 uM is capable of sensitizing CD24/CD44" in
MDA-MB-231 cells to subsequent treatment with the mutagen DXR 1 ng/ml. These results
partially corroborate Lim et al. (29), who treated MCF-7 and MDA-MB-231 cells with 25 uM
and 50 uM doses of GEN for 24 h, followed by DXR treatment with doses of 1-100 ng/ml for
48h. It was observed that the GEN made MDA-MB-231 cells more sensitive to DXR,
possibly for overexpression of GRP78, however, the GEN had no effect on the MCF-7.,

Concerning the post-treatment (DXR + GEN), in both strains, the reduction of CDI, or
the synergy increase, it is also linked to GEN concentration. In MDA-MB-231, the post-
treatment DXR 1ng/ml + GEN 5 uM causes drastic reduction in viability, with an increase in
apoptosis and blocking G2/M phase. Similarly, in MCF-7, the post-treatment DXR 1 ng/ml +
GEN 5 uM also causes a drastic reduction in viability, increased apoptosis and blockade at
GO/G1 phase. There are no published studies evaluating the effects of pre-treatment and post-
treatment using GEN and DXR with the conditions of our study. Wang et al. (30) showed that
DXR in small concentrations can lead cells to the G2/M phase, making them more susceptible
to secondary treatments. However, Vijayaraghavalu et al. (31) tested DXR 1 ng/ml in MCF-7
for 48-72 hours and observed no increase in the G2/M phase. In addition, GEN can also
inhibit topoisomerase 1l, blocking DNA repair processes that usually are required to fix
damages caused by DXR (32).

Treatment with DXR 1 ng/ml, 2 ng/ml and 5 ng/ml shows significant increase in cell
viability of MDA-MB-231 and MCF-7. In MDA-MB-231, there is an increase in phase
G2/M. Already in MCF-7, there is an increase in S phase, followed by an increase in
apoptosis rate also. In addition, the dose of DXR 1 ng/ml also produced no change on the
CD24°/CD44" population in MDA-MB-231. Previous studies have shown that the minimum
DXR dose that induces 50% cell death (IC50) in MCF-7 and MDA-MB-231 is around 20-50
ng/ml for 48h, respectively (33, 34). Thus, the concentrations used in this study
(approximately 10 fold below the 1C50) certainly not exert inhibitory effects. However, as a
mutagenic drug, DXR may possibly cause sublethal damage signaling response to DNA
damage and stimulate cell survival routes. Regarding the DXR effects on CSCs, Tudoran et
al. (35) found that MDA-MB-231 cells treated with DXR in the dose IC50 for 24h become
resistant and did not showed inhibition in proliferation rates, aggregation and mammospheres
formation.

In irradiated pre- and post-treatments in MDA-MB-231, all low doses of GEN studied
shows antagonistic effect in combination with 10 Gy RAD, resulting in increased cell
viability. Thus, the use of irradiation in combination with GEN appears to be not
advantageous in MDA-MB-231 cells. Liu et al. (36) irradiated MCF-7 and MDA-MB-231
cells with 4 Gy RAD in presence and absence of GEN5-20 uM, in other words, researchers
maintained GEN exposition to during RAD application (co- treatment). They observed potent
antitumor effect, in which cells pretreated with GEN showed more DNA damage and
blocking the G2/M phase cells than cells that were irradiated only.

In general, it is known that treatments using mutagens such as DXR and RAD activates
a complex network of cellular reactions which together can be called "DNA Damage
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Responses" which control various functions such as cell proliferation, DNA repair and death
by apoptosis and necrosis. These reactions are interconnected by cellular signaling networks
that interact at different molecular levels and feedback communication (37). Consequently,
the evaluation of the effectiveness of a therapy combination requires a detailed understanding
of the "DNA Damage Responses” and also on the processing of several other molecular
responses. Moreover, it is important to consider how this processing can be modified by
genetic changes usually found in the tumor, and how specific signaling networks may be
activated by drugs to direct cell death (38, 39).
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