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RESUMO

XAVIER, P. L. P. Caracterizacdo de modelo in vitro de células iniciadoras tumorais
oriundas de neoplasias mamérias caninas. 2016. 116 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo,
Pirassununga, 2016.

As neoplasias mamérias apresentam um grande desafio tanto para a medicina humana,
quanto para a medicina veterindria. Esses tumores apresentam ampla heterogeneidade
intertumoral e intratumoral, dificultando assim a busca por tratamentos eficazes.
Recentemente, pesquisadores tem voltado sua atencdo para uma populacao de células que
apresentam caracteristicas muito semelhantes as células-tronco. Sao as chamadas células
iniciadoras de tumores (CITs). Estas sdo descritas como as principais responsaveis por
falhas nas quimioterapias e no surgimento de recidivas tumorais, devido ao seu potencial
tumorigénico, de auto-renovacao e de resisténcia a drogas antineoplasicas. Entretanto, o
estudo dessas células € limitado pelas dificuldades no isolamento e na caracterizacdo pos-
enriquecimento dessas células, devido a perda do fen6tipo em modelos in vitro. Sendo
assim, varios estudos estdo buscando maneiras alternativas de enriquecer essa populacao.
Uma das maneiras mais utilizadas, baseia-se na inducéo do processo de transicéo epitélio-
mesenguimal, através da superexpressdo de fatores de transcricdo como SNAIL, SLUG,
ZEB1 e ZEB2. Sendo assim, n6s objetivamos expressar de maneira exdgena os fatores de
transcricdo SLUG e ZEB1 em células oriundas de carcinomas mamarios caninos,
caracterizar seus efeitos nessas células e observar se esses fatores de transcricdo seriam
capazes de induzir o fenotipo de CIT. Primeiramente, quatro amostras de carcinomas
mamarios caninos foram analisados quanto sua morfologia e 0s niveis de expressdo
génica de quatro fatores de transcricdo associados a transicdo epitélio-mesenquimal:
SLUG, STATS3, ZEB1 e ZEB2. Apos, nos selecionamos duas dessas amostras (CC-20E
e CL-28E), que apresentavam morfologia tipica de células epiteliais e baixa expressdo
dos fatores de transcricdo citados acima e expressamos de maneira exdgena e de forma
estavel os fatores de transcricdio SLUG e ZEBI, através do processo de transdugédo
lentiviral. Entretanto, apenas a transducdo com os plasmideos contendo a regido
codificante de SLUG foi eficiente. Sendo assim, nds avaliamos os efeitos da expressao
exogena de SLUG nas células CC-20E e CL-28E, quanto a alteracdo de morfologia e
expressdo de filamentos intermediarios como citoqueratina, vimentina e actina. Além
disso, nds avaliamos se a expressao exdgena de SLUG poderia regular a expressdo de
outros genes associados a EMT, além de genes supressores de tumores, alvos de SLUG.
Por fim, n6s avaliamos se a expressdo exdgena de SLUG poderia induzir ao fenotipo de
CITs, verificando se havia alteracdo na sensibilidade das células aos quimioterapicos
doxorrubicina e paclitaxel, além de avaliar o potencial tumorigénico e de auto-renovacgéo
dessas células em cultivos de baixa aderéncia. A expressao exdgena de SLUG nas células
CC-20E e CL-28E, ndo induziu a alteragbes na morfologia epitelial das células.
Entretanto, as células alteraram sua disposi¢do em monocamada no cultivo, formando
tipos de tubulos semidiferenciados, caracteristicos do processo de EMT hibrido ou
parcial. Além, disso, houve um equilibrio entre a expressao dos filamentos intermediarios
de citoqueratina e vimentina nas células, além do aumento na expressao dos genes CDH1
(E-caderina) e CDH2 (N-caderina), resultado que sustentou a indugdo de EMT parcial. O



processo de EMT parcial induziu maior resisténcia ao quimioterapico paclitaxel, além de
potencializar a tumorigenecidade e a capacidade de auto-renovacdo das células em
cultivos de baixa aderéncia. Sendo assim, no presente estudo, nés obtivemos um cultivo
com caracteristicas que mimetizam as CITs, demonstrando que 0s processos que induzem
esse fenotipo sdo semelhantes tanto na espécie canina, quanto em humanos, sustentando
a hipdtese de que neoplasias mamarias caninas podem servir como modelo para o estudo
das CITs e, consequentemente, do desenvolvimento neoplasico de tumores solidos.

Palavras-chave: Células Iniciadoras de Tumores. Neoplasias Mamarias Caninas. SLUG.
Transi¢do Epitélio-Mesenquimal. Oncologia Comparada



ABSTRACT

XAVIER, P. L. P. Characterization of a in vitro model of tumor initiating cells from
canine mammary neoplasms. 2016. 116 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2016.

Mammary neoplasms present a major challenge for both human and veterinary medicine, due
to intertumoral and intratumoral heterogeneity, hindering the search for effective treatments.
Recently, researchers has highlighted a population of cells with features very similar to stem
cells. Known as Tumor-Initiating Cells (TICs), they are described as the main responsible for
chemotherapy failures and tumor recurrence, due to their tumorigenic potential, self-renewal
ability and drug resistance. The study of TICs is limited mainly by their difficult isolation
owing to specific markers absence, and furthermore, cells lose their phenotype when placed
in vitro. Therefore, several studies are seeking for alternatives to enrich this population in
regular cultures. One way is based on the epithelial-mesenchymal transition induction
through of transcription factors overexpression, such as SNAI1, SLUG, ZEB1 e ZEB2. So,
the aim of this study was to overexpresse the SLUG and ZEB1 transcription factors in a cell
culture derived from canine mammary carcinomas, evaluate its effects and observe whether
these transcription factors would be capable of inducing the TIC phenotype. First, four canine
mammary carcinomas cell cultures were analyzed for their morphology and gene expression
levels of four transcription factors associated with epithelial-mesenchymal transition: SLUG,
STATS3, and ZEB1 ZEB2. After, we selected two samples (CC-20E and CL-28E) with typical
morphology of epithelial cells and low expression of the transcription factors mentioned
above. We then overexpress, stably, the transcription factors SLUG and ZEB1 by lentiviral
transduction, However, only SLUG transduction was efficient. Then, we evaluated the effects
of SLUG overexpression in CC-20E and CL-28E cells as the change of morphology,
expression of intermediate filaments as cytokeratin, vimentin and actin. In addition, we
evaluated whether SLUG overexpression could regulate the expression of other EMT-
associated genes as well as tumor suppressor genes, and assessed evaluated the tumorigenic
potential and self-renewal of these cells in low adherence cultures. Finally, we assessed
whether SLUG overexpression could induce drug resistance through doxorubicin and
paclitaxel sensivity assay. The SLUG overexpression did not induce modification in epithelial
cell morphology, however, cells changed their arrangement in monolayer culture, inducing
the semidifferentiated tubules, typical of hybrid or partial EMT process. In, addition, there
was a balanced expression between cytokeratin and vimentin, possibly explained by an
increase in CDH1 expression (E-cadherin) and CDH2 (N-cadherin) typical of partial EMT.
Furthermore, the partial EMT generated cells presenting paclitaxel resistance, and enhanced
the tumorigenic potential and self-renewal capacity of the cells on low adherent plates. Thus,
in this study, we obtained a cell culture exhibiting features that mimics the TICs,
demonstrating the mechanisms which regulate this phenotype are similar in dogs and humans,
supporting the hypothesis that canine mammary carcinomas are a great model for the study
of TICs and solid tumors development.

Keywords: Tumor-Initiating Cells. Canine Mammary Neoplasms. SLUG. Epithelial-
mesenchymal transition. Comparative Oncology.
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1 INTRODUCAO

Durante decadas, centenas de pesquisadores tém voltado seus esfor¢os para o
combate a um grupo de doencas complexas e desafiadoras, conhecidas mundialmente
como cancer. Com o avango da ciéncia, observou-se que a doenca era ainda mais
enigmatica e que o interior de uma neoplasia continha uma gama de informagdes muito
além do que se imaginava. A presenca de instabilidade gendmica nessas neoplasias, aliada
a diversas alteracdes epigenéticas, sdo capazes de gerar uma quantidade heterogénea de
células, as quais podem apresentar fenotipos distintos. Essas celulas, sob acédo das leis
darwinistas, séo capazes de sustentar todas as fases do desenvolvimento tumoral, desde a
iniciacdo passando pela promogéo e progressdo do tumor culminando com a formacao

novos tumores oriundos destes primarios, conhecidos como metastases.

Dentre os possiveis fenétipos varidveis das células citadas acima, um em
especifico vem se destacando devido ao potencial tumorigénico associadas a
caracteristicas muito semelhantes as das células-tronco. As células que apresentam este
fenotipo sdo conhecidas como células iniciadoras de tumores (CITs) ou também como
células tronco cancerosas (do inglés Cancer Stem Cells, CSC). Em torno dessas células,
ha uma teoria, conhecida como teoria de desenvolvimento hierarquico tumoral, no qual
somente as CITs seriam capazes de dar origem a um novo tumor, além de garantir as
recidivas tumorais, devido a resisténcia que essas células apresentam contra as terapias
antineoplasicas. Sendo assim, modelos de enriquecimento, identificacdo e caracterizacdo
dessas células, tanto para seu estudo bésico, quanto aplicado, devem ser aprimorados.
Uma das maneiras de se enriquecer a populacédo de CITs, € atraves da indugdo do processo
de transicao epitélio-mesenquimal, regulado por uma série de fatores de transcricdo como
SNAIL, SLUG, ZEB1, ZEB2 e TWIST.

A utilizacdo do modelo canino para o estudo dessas células, é quase nulo.
Entretanto, devido as similaridades entre o desenvolvimento neoplasico em humanos e
nesses animais, deve-se levar em conta 0s avangos que a oncologia comparada pode nos
proporcionar, trazendo beneficios ndo apenas para a medicina veterinaria, mas também

para a medicina humana.

Desta maneira, 0 objetivo deste trabalho foi a caracterizacdo dos efeitos da
expressdo exogena de SLUG e ZEB1 em celulas oriundas de carcinomas mamarios,

voltados, principalmente, para a padronizacdo de um cultivo que mimetize in vitro as
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células iniciadoras de tumores (CITs), para utiliza-lo na descoberta de novas terapias com

alvo especifico nestas células.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CANCER: CONCEITOS GERAIS

Cancer € o nome atribuido a um grupo de mais de cem doencas que apresentam
fendtipos e comportamentos distintos sendo caracterizadas principalmente por disfun¢des
nas vias responsaveis pelo controle da proliferacdo, diferenciacdo e morte das células,
culminando no desenvolvimento de massas anormais e complexas de tecidos
denominadas neoplasias. Essas neoplasias desenvolvem-se de forma maligna, ou seja,
com capacidade de afetar tanto a arquitetura e a funcéo do seu tecido de origem, quanto
a de tecidos adjacentes e secundarios (HANAHAN; WEINBERG, 2000; KUMAR,
2011). O crescimento de tumores de forma descontinua ao tumor primario se deve a um
processo conhecido como metastatizacdo, responsavel por 90% das mortes decorrentes
do cancer em todo o mundo. Durante esse processo, células do tumor primario, sob certa
pressdo seletiva do seu microambiente, adquirem a capacidade de invadir a membrana
basal e a matriz extracelular, atingindo assim os vasos sanguineos ou linfaticos. Uma vez
introduzidas ao sistema circulatério, as células malignas devem sobreviver aos mais
variados obstaculos como, por exemplo, danos fisicos causados por forgas de compressao
e células do sistema imune, e assim, disseminar-se para tecidos distantes aonde se
estabelecem. A sobrevivéncia ao microambiente de seu novo tecido € entdo crucial para
a formacdo das neoplasias secundérias, chamadas inicialmente de micrometéstases
(Figura 1) (VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

Vaérios estudos, realizados na metade do século passado, demonstraram que o
cancer desenvolve-se através de um processo de multiplos estagios, denominado
carcinogénese (BERENBLUM; SHUBIK, 1949). Tal processo ancora-se no surgimento
de anormalidades genéticas e epigenéticas nas células, as quais desencadeiam,
basicamente, a ativacdo de oncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumores.
Essas alteracGes permitem o advento de fendtipos que sustentam a proliferagdo dos
tumores, aquisi¢cdo da capacidade de invasao e disseminagdo metastatica. Sdo os célebres
“Hallmarks of Cancer”, divididos entre os hallmarks originais, propostos por Hanahan e
Weinberg: 1) auto-suficiéncia em fatores proliferativos; 2) insensibilidade aos fatores
anti-proliferativos; 3) evasdo a apoptose; 4) potencial replicativo ilimitado; 5) indugéo de
angiogénese e; 6) invasao tecidual e metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000), e o0s
novos hallmarks, descritos pelos mesmos pesquisadores em 2011: 7) instabilidade

genébmica e mutacdo; 8) inflamacdo promotora de tumores; 9) reprogramacdo do
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metabolismo energético das células e; 10) evasao ao sistema imune. Além destes fatores,
Hanahan e Weinberg destacaram a importancia do microambiente tumoral no
desenvolvimento neoplésico, discutindo sobre a acdo de entidades como as células
endoteliais, fibroblastos associados ao céncer, células inflamatorias do sistema imune e
células-tronco e progenitoras (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1 — Processo de invasdo e metastase

Fonte: adaptado de VALASTYAN, S.; WEINBERG, R. A. Tumor metastasis: Molecular
insights and evolving paradigms. Cell, Cambridge, v. 147, n. 2, p. 275-292, 2011.

Legenda: Etapas do processo de invasao e metastase das células cancerosas, desde a formagédo
do tumor primario, até a colonizacdo metastatica em um tecido secundario.

Mesmo ap6s mais de meio século de intensos estudos e 0 avango do conhecimento
sobre diagnostico e terapias, o cancer continua sendo um desafio para a medicina. Por ser
um grupo de doencgas extremamente complexo em relacdo ao seu desenvolvimento
anatdmico, fisiolégico e molecular, além de apresentar alta heterogeneidade desses
fatores entre seus diferentes tipos, as taxas de sucesso dos tratamentos se apresentam
aquem do esperado, resultando em um alto indice de mortalidade todos os anos e em todo
o mundo. Segundo dados recentes publicados pela Agéncia Internacional de Pesquisa do

Cancer (International Agency for Research of Cancer, IARC) em 2012, foram registrados



25

14,1 milhdes de novos casos, 8,2 milhdes de dbitos decorrentes da doenca e 32,6 milhdes
de pessoas acometidas pelo cancer em todo o mundo (Quadro 1). O esperado, é que as
taxas aumentem em 70% nas proximas duas déecadas (GLOBOCAN, 2012). No Brasil,
segundo informacgdes do Instituto Nacional do Cancer (INCA), 576 mil novos casos
foram estimados para os anos de 2014/2015, representando um grave problema para a
salde publica do pais. Perante essas informacdes, fica claro a importancia de medidas de

controle e prevencao contra o cancer (INCA, 2014).

Quadro 1 — Taxas de incidéncia e mortalidade do cancer no mundo

Mdmero estimado (x 1000} Homens Mulheres
Casos Mortes 5-anos prev. Casos Mortes  5-anos prev.
Munda 7427 4653 16362 BEE3 3548 17182
Regiﬁes mais desenvaolvidas 3244 15482 BE16 2832 1287 a2a7
Regifes menos desenvolvidas 4184 3062 G747 3831 2261 8385

Ambos

Casos Mortes  5-anos prev.
Mundo 14090 8202 32545
Regides mais desenvolvidas 6076 2878 16913
Regides menos desenvolvidas 28014 5323 15632

Fonte: adaptado de GLOBOCAN, 2012. Organiza¢do mundial da salde.
Legenda: A previsdo é que o nimero de casos dobre nos proximos cinco anos.

2.1.1 0 CANCER NA MEDICINA VETERINARIA

O cancer ndo é um problema restrito apenas a medicina humana, apresentando
também um grande ndmero de casos na medicina veterinaria, principalmente na espécie
canina. Nos Estados Unidos, mais de 1 milhdo de casos sao diagnosticados todos 0s anos
em cdes, enquanto no Reino Unido o cancer € responsavel por cerca de 27% de todos 0s
Obitos em cdes de racas (ADAMS et al., 2010). Destacam-se as neoplasias de pele,
seguidas pelas neoplasias mamarias (PAOLONI; KHANNA, 2008). No Brasil, pouco se
sabe sobre as taxas de incidéncia nesses animais, principalmente pela escassez de dados

e registros nas clinicas e hospitais veterinarios.

A utilizagdo do cdo como modelo experimental tem sido relevante para estudos
em cancer, desde seu desenvolvimento até triagem de novas estratégias terapéuticas. O
advento do sequenciamento do genoma canino talvez tenha sido um dos adventos mais
importantes para a area da oncologia comparada. Este apresenta grande similaridade com
0 genoma humano, tornando os cées mais interessantes como modelos experimentais do

que os roedores, por exemplo, principalmente em relacdo aos modelos in vitro
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(LINDBLAD-TOH et al., 2005). Alem disso, assim como em humanos, 0s cées
desenvolvem suas neoplasias de maneira espontanea, caracterizadas pelo crescimento do
tumor ao longo do tempo, mesmo com a presenca de um sistema imune intacto,
apresentando heterogeneidade intratumoral e intertumoral, progressdo metastatica e
desenvolvimento de resisténcia a drogas e recidivas (PAOLONI; KHANNA, 2008).
Assim, as neoplasias caninas traduzem de forma sensata e realista o desenvolvimento
tumoral em humanos, e a utilizagdo destas pode ser fundamental no desenvolvimento

coerente de terapias inovadoras para o cancer.

2.2 - CANCER DE MAMA

O céancer de mama é o segundo tipo mais comum (atras apenas das neoplasias
pulmonares) e o quinto principal responsavel pelas mortes decorrentes do cancer em todo
o mundo. Em mulheres, € o principal tipo e o principal responsavel pelos 6bitos
decorrentes da doenca. Em 2012, aproximadamente 1,67 milhdo de casos foram
diagnosticados, sendo que mais de 520 mil casos resultaram em ¢bito dos pacientes
(Figura 2) (GLOBOCAN, 2012). No Brasil, espera-se uma estimativa de 57.960 casos
para o ano de 2016, com cerca de 30% destes resultando em dbito. A preocupacao com a
prevencdo do cancer de mama no pais existe, e nos deparamos todos 0s anos com
campanhas divulgadas por midias impressas e audiovisuais, destinadas principalmente a
importancia da deteccédo e diagnostico precoces da neoplasia, métodos que aumentariam
as chances de cura em até 95% (INCA, 2014).

Uma série de fatores estdo associados ao desencadeamento das neoplasias
mamarias e, inclusive, muitos deles sdo utilizados como modelos de predicdo para o
cancer de mama. Sao eles: idade, idade da primeira menstruacdo, idade ao nascimento do
primeiro filho e mutacdes herdaveis dos genes BRCAl e BRCAZ2, ambos genes
supressores de tumores responsaveis pelo reparo no DNA (FREEDMAN et al., 2005).
Além disso, outras mutacdes genéticas comuns sdo encontradas em alguns pacientes,
como mutagOes nos genes TP53 e PTEN (NJIAJU; OLOPADE, 2012). Os pacientes com
cancer de mama sao classificados em subgrupos, objetivando seu prognostico e o tipo de
terapia adequada. Para isso sdo utilizados fatores como a idade, comprometimento de
linfonodos, tamanho do tumor, caracteristicas histologicas e feno6tipo molecular da
neoplasia (SCHNITT, 2010).
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Figura 2 — Taxas de incidéncia de cancer de mama em todo o mundo

Fonte: adaptado de adaptado de GLOBOCAN, 2012.
Legenda: Taxas estimadas e ajustadas para idade padronizada, por 100.000.

As neoplasias mamarias apresentam ampla heterogeneidade intertumoral, o que
pode ser observado nos diferentes tipos histoldgicos, resposta a terapias e variagdo no
tempo de sobrevida das pacientes. A classificacdo histoldgica acaba sendo um pouco
restrita, onde por exemplo, a maioria dos casos registrados de cancer de mama em
mulheres sdo classificados como carcinomas ductais invasivos, porém estes casos
apresentam uma grande divergéncia quanto seu comportamento e resposta aos
tratamentos (LI; URIBE; DALING, 2005). Desta forma, houve a necessidade de novas
abordagens sendo estas na maioria das vezes advindas do uso da biologia molecular que
levou a grandes avancos na classificagdo dessas neoplasias, rastreando milhares de genes
através dos sequenciamentos de nova geracdo e microarrays, e contribuindo para o
entendimento da heterogeneidade intertumoral (ZARDAVAS et al., 2015). Levando em
conta o perfil molecular, trés diferentes tipos foram caracterizados quanto ao perfil de
expressao de marcadores como os receptores hormonais de estrogeno (ER) e progesterona
(PR) e da proteina HER2. As neoplasias positivas para os receptores hormonais ainda
podem ser divididas em dois subtipos: luminal A e luminal B. O primeiro € o tipo mais
comum de neoplasia mamaria (50-60% do total) e os pacientes acometidos por esse

subtipo apresentam, na maioria das vezes, bom prognostico. As neoplasias mamarias do
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subtipo luminal B representam cerca de 10-20% dos casos. S80 mais agressivos em
comparacdo as neoplasias do tipo luminal A e, consequentemente, apresentam piores
prognosticos. No segundo tipo de classificacdo estdo inseridas as neoplasias positivas
para a proteina HER2. Essas representam cerca de 15-20% do total e seu prognostico ja
foi considerado muito ruim. Entretanto, terapias direcionadas a HER2 apresentaram
grande sucesso no tratamento de neoplasias desse tipo, melhorando o prognostico dos
pacientes. Por ultimo, estdo as neoplasias do tipo “basal-like” ou triplo negativas,
referindo-se a auséncia de expressao das proteinas anteriores. Essas representam cerca de
10-20% dos casos e responsaveis pelos piores prognosticos, com grande malignidade e
altas taxas de recidivas (Tabela 1) (EROLES et al., 2012).

Tabela 1 — Classificagdo de neoplasias mamarias malignas baseada no perfil de expressao
génica das amostras

Tipos Moleculares

Luminal HER?2 Triplo Negativas

Alta expressdo de genes
epiteliais, como
citoqueratina; baixa
expressao de RE, RP e
HER?2.

Alta expressdo de genes
hormonais RE e RP e de
genes associados (Luminal
A > Luminal B)

Alta expressdo de HER?2;
baixa expressédo de RE e
genes associados.

Padrdo de expressédo de
genes

Aproximadamente 70% dos
€asos invasivos; positivos
para RE e RP; os casos de

luminal B tendem a
apresentar maior grau
histopatol6gico do que os
luminais A; alguns casos de
luminal B apresentam
superexpressdo de HER2.

Aproximadamente 15% dos
casos invasivos; negativas
para a expressdo de RE, RP
e HER2; disfuncéo de
BRCA1l

Aproximadamente 15% dos
casos invasivos; negativas

para expressdo de RE e RP;
alto grau histopatologico

Caracteristicas clinicas

Resposta a terapia

enddcrina - tamoxafeno e
inibidores de aromatase;
resposta variavel a
quimioterapia, sendo mais
eficientes em luminal b;
melhores progndsticos para
luminal A.

Resposta ao tratamento e
progndstico

Sem resposta a terapias
enddcrinas ou
trastuzumabe; parece ser
sensivel a quimioterapicos
baseados em platina e
inibidores de PARP;
prognosticos muito ruins.

Resposta a Trastuzumabe e
quimioterapia baseada em
antraciclinas; geralmente
com prognosticos ruins.

Fonte: adaptado de SCHNITT, S. J. Classification and prognosis of invasive breast cancer:
from morphology to molecular taxonomy. Modern Pathology, Baltimore, v. 23, suppl. 2, p.

S60-S64, 2010.

As neoplasias mamarias representam também um grande problema na medicina

veterinaria. Em cées, sdo o segundo tipo mais frequente, atras apenas das neoplasias de

pele, e nas fémeas, abrangem o tipo mais prevalente, correspondendo a cerca de 50% dos
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casos e apresentando taxas de incidéncia trés vezes maiores quando comparadas as
neoplasias mamarias em mulheres (Gréfico 1) (GUPTA; SOOD; UPPAL, 2012). Além
disso, aproximadamente metade dos casos se apresentam de forma maligna (HELLMEN,
2005). Algumas ragas como Basset, Cocker Spaniel, Poodle, Pastor Alemao assim como
animais sem raca definida, parecem ser mais predispostas ao surgimento de neoplasias
mamarias, apresentando maiores taxas de incidéncia (RUTTERMAN, 1990). Entretanto,
cabe ressaltar, que nenhum estudo determinou em ampla escala, associagdo entre
predisposicdo racial e o desenvolvimento de neoplasias mamarias, sendo que o fator

“localizagao” do estudo, pode ser determinante para a analise dos resultados.

Gréfico 1 - Frequéncia de neoplasias mamarias em cadelas

Fonte: adaptado de GUPTA, K.; SOOD, N.; UPPAL, S. Epidemiological studies on canine
mammary tumour and its relevance for breast cancer studies. IOSR Journal of Pharmacy
and Biological Sciences, Ghaziabad, v. 2, n. 2, p. 322-333, 2012.

A classificacdo histologica dessas neoplasias caninas ainda € um pouco
contraditéria e ndo consensual. As classificagdes mais utilizadas sdo as de Hampe e
Misdorp (1974) e Misdorp et al. (1999) (HAMPE; MISDORP, 1974; MISDORP et al.,
1999). Em 2011, Goldschimidt et al. (2011), unificaram as duas classificacGes e ainda
incorporaram alguns outros tipos de tumores mamarios, propondo assim um novo sistema
de classificacdo, sendo que entre os tipos mais comuns de tumores benignos, destacam-
se 0s adenomas. Ja em relacdo aos malignos, 0s tipos mais comuns sdo 0s carcinomas de
tumores mistos e complexos (GOLDSCHMIDT et al., 2011). Cassali et al. (2007),

também demonstraram que técnicas citologicas sdo eficientes para o diagnostico e



30

classificacdo das neoplasias mamarias, apresentando alta correlagdo com o0s exames
histopatologicos. Além disso, seus resultados evidenciaram que existe uma grande
similaridade nos achados citol6gicos entre neoplasias mamarias em humanos e em cées,
sendo possivel utilizar os mesmaos critérios para a classificacdo desses tumores em ambas
as espécies (CASSALI et al., 2007).

Como ja abordado anteriormente para mulheres, as classificagdes histoldgicas em
neoplasias mamarias de cées sao ainda mais limitadas quanto sua utilizacdo como fatores
prognosticos e para a prescricdo de terapias. Assim, trazemos novamente a tona, a
importancia da biologia molecular para o melhor entendimento e classificacédo de cada
tipo de neoplasia. Como ja citado, 0 mapeamento do genoma canino, publicado no ano
de 2005, permitiu um grande avanc¢o no entendimento dos diferentes tipos de neoplasias
mamarias, incluindo ainda as similaridades apresentadas entre esses tumores em cdes e
humanos. Assim, uma série de estudos envolvendo técnicas como estudos de associacdo
ampla do genoma (genome-wide association studies, GWAS) e analises do transcriptoma
vem sendo realizadas, afim de desvendar as diferencas no desenvolvimento, progressao
e comportamento dos mais variados tipos dessas neoplasias (LINDBLAD-TOH et al.,
2005; MACHIELA; CHANOCK, 2014; RAO et al., 2008)

Mutacbes nos genes BRCA1l e BRCA2 estdo fortemente relacionados ao
desenvolvimento e malignidade dessas neoplasias em caes. Em um estudo utilizando 212
casos, foram genotipados 63 SNPs (single-nucleotide polymorphism) relacionados a
genes possivelmente mutados nas neoplasias mamarias. Desses, foi constatado forte
associacdo de um SNP no gene BRCA2 e dois SNPs no gene BRCAL, sugerindo uma
relacdo dessas alteracbes com a doenca (RIVERA et al., 2009). Estudos de outros genes
envolvidos com a progressdo de neoplasias mamarias como TGFp, hepaCAM e HER2
foram realizados, e todos eles obtiveram resultados muito similares aos que ocorrem em
humanos, como a diminuigdo da expressdo de TGFB3 e HEPACAM?2 e a maior expressao
de HER2 em alguns casos de neoplasias malignas (KLOPFLEISCH; SCHUTZE;
GRUBER, 2010; KLOPFLEISCH et al., 2010; RUNGSIPIPAT et al., 1999).

A utilizacdo de microarrays para o estudo da expressao de um grande nimero de
genes em neoplasias mamarias em cdes, utilizando uma ferramenta especifica para o
genoma canino, foi publicada em 2008. O estudo utilizou de trés linhagens de células bem
caracterizadas e uma série de analises de expressdo génica foi realizada entre mais de

21.000 genes caninos. Varios genes responsaveis pelo controle da proliferacdo celular,



31

sinalizacdo citocinas/Rho-GTPase, integrinas e vias como WNT, foram superexpressos
nessas células, enquanto alguns inibidores do ciclo celular e inibidores da via WNT foram
inibidos (RAO et al., 2008). Outro trabalho, utilizou da mesma ferramenta para analisar
genes diferencialmente expressos em subtipos mais malignos. Nesse trabalho, encontrou-
se que genes das vias MAPK, PI3K/AKT, KRAS, PTEN, WNT-beta catenin e envolvidos
com reparo de DNA foram desregulados, enquanto genes de vias angiogénicas, do
receptor toll, conhecido por promover transformacdo maligna de células epiteliais, e
genes responsaveis por respostas do sistema imune e inflamatdrio foram superexpressos
(UVA et al., 2009).

As neoplasias em glandulas mamarias em cdes apresentam uma grande
heterogeneidade de fendtipos histolégicos, moleculares e comportamentais. Da mesma
maneira, uma série de alteracdes moleculares podem ser observadas, principalmente, em
relacdo as alteracGes na expressdo de genes responsaveis pelo desenvolvimento das
neoplasias. Grande parte dessas alteracbes encontradas em cédes sdo similares as
encontradas para humanos, o que sustenta novamente, o cdo como um potencial modelo
para estudos oncoldgicos. Entretanto, cabe a nds utilizarmos desses resultados com
precaucao, de maneira que os estudos realizados em caes possam ser Uteis, primeiramente,
para o avango dos estudos na oncologia veterinaria canina, facilitando os diagndsticos e

prognosticos para esses animais.

2.3 CELULAS INICIADORAS DE TUMORES (CITs)
2.3.1 Conceitos gerais

Nas ultimas décadas, pesquisadores tém voltado seus esforcos para o estudo e
entendimento da heterogeneidade intratumoral existente entre os diversos tipos de
tumores (AL-HAJJ et al., 2003; LAPIDOT et al., 1994; SINGH et al., 2003). Anélises
histoldgicas e principalmente moleculares, demonstram que esses tumores apresentam
uma série de fatores que determinam a heterogeneidade de suas células. O primeiro deles,
baseia-se nas diferencas morfoldgicas entre elas. Tomando como exemplo o cancer de
mama, pode-se observar a presenca tanto de células epiteliais e mioepiteliais tipicas,
como também de células metaplasicas atipicas. As alteracGes epigenéticas, tambeém
podem influenciar a heterogeneidade tumoral, em funcdo do tempo que estes tumores

dispdem para acumular alteragfes. Por ultimo, esses tumores também podem ser
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conduzidos por mais de uma mutacgéo, afetando uma grande amplitude de genes e vias
moleculares nas diferentes células tumorais (SMALLEY; PIGGOTT; CLARKSON,
2013; STEPHENS et al., 2012). Levando em conta essas diferentes anormalidades,
constatou-se que em um mesmo tumor podem existir diferentes populacdes de células
que, organizadas de uma maneira hierarquica, estruturam o tumor para que este possa
realizar todas as fases do seu desenvolvimento, desde o processo de expansdo e
angiogénese, até os processos de invasdo, metastase e o estabelecimento em tecidos
distantes, formando os tumores secundarios (Figura 3) (KRESO; DICK, 2014).

Figura 3 — Heterogeneidade das células que constituem o ambiente tumoral

Fonte: adaptado de HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: The next
generation. Cell, Cambridge, v. 144, n. 5, p. 646-674, 2011.

Legenda: Uma mesma neoplasia é constituida por diferentes tipos de células funcionais, que
com funcdes especificas, sustentam o desenvolvimento e a expansdo tumoral.

Uma dessas populacfes tem recebido grande atencdo da sociedade cientifica nos
ultimos anos. Sdo as chamadas Células Iniciadoras de Tumores (CITs) que, assim como
as células-tronco de um tecido normal (CTs), possuem habilidade de auto-renovacao,
sustentando a manutencdo clonal das neoplasias (PATTABIRAMAN; WEINBERG,
2014). Além disso, por definicdo sdo células capazes de desenvolver tumores apds sua
injecdo em camundongos imunodeficientes, demonstrando, além do potencial constante
de auto-renovacdo, capacidade de diferenciacdo e resisténcia a maltiplas drogas (AL-
HAJJ et al., 2003).

Apesar de ainda apresentar muitas incégnitas, a ideia de que o cancer poderia se

desenvolver a partir de células menos especializadas, comecou ainda na segunda metade
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do seculo XX (BENNETT et al., 1978). Tais estudos, sugeriram que Vvarias das células
consideradas diferenciadas tinham origem de “células-tronco” tumorais (HAGER et al.,
1981). Porém, os primeiros estudos que conseguiram determinar que 0s tumores
poderiam se desenvolver de maneira hierdrquica e que conseguiram isolaram e
caracterizaram linhagens de CITs, foram realizados em amostras de pacientes com
leucemia mieldide aguda (LMA). O primeiro deles foi realizado por Lapidot et al., 1994
que utilizaram dos marcadores CD34 e CD38 para isolar as primeiras células iniciadoras
de tumores, chamadas de células iniciadoras de leucemias (CILs). Além disso, eles
demonstraram que apenas a populacdo que apresentava o fen6tipo CD34*CD38, eram
capazes de dar origem a coldnias em camundongos imunodeficientes (LAPIDOT et al.,
1994). Posteriormente, Bonnet e Dick utilizaram outras amostras de LMA, injetando-as
em camundongos ainda mais sensiveis (imunodeficientes e diabéticos ndo-obesos). Eles
observaram que as CILs injetadas foram capazes de se diferenciar em blastos leucémicos
(célula leucémica especializada), além de gerarem novas células iniciadoras,
demonstrando que a LMA ¢é organizada de maneira hierdrquica, com as CILs
CD34CD38 no topo da hierarquia (BONNET; DICK, 1997).

As primeiras evidéncias do isolamento e caracterizagdo das CITs em tumores
solidos foram publicadas apenas no ano de 2003. Nesse estudo, que utilizou células
provenientes de pacientes com cancer de mama, cerca de 100 células apresentando o
fenétipo CD44*CD24" foram capazes de gerar tumores em camundongos, ao contrario de
células com outros fendtipos, que mesmo quando injetadas em grandes quantidades ndo
deram origem a novas formacdes. Além disso, os tumores gerados por essas células
continuavam a conter populacfes heterogéneas, incluindo aquelas com maior potencial
tumorigénico (AL-HAJJ et al., 2003), mostrando que 0s mesmos principios hierarquicos
aplicadas aos modelos de LMA, poderiam ser obtidos em tumores sélidos. CITs também
foram isoladas e caracterizadas em outros tipos de tumores sélidos, como céncer de
pulméo (ERAMO et al., 2008), préstata (COLLINS et al., 2005), célon (VAIOPOULOS
etal., 2012) e pancreas (LI et al., 2007).

As CITs também vem sendo isoladas com sucesso de varios cultivos celulares
oriundos de neoplasias caninas (COCOLA et al., 2009; WILSON et al., 2008). Blacking,
Waterfall e Argyle (2011), por exemplo, isolaram células positivas para a proteina CD44
de linhagens celulares oriundas de osteossarcoma, melanoma, glioma e carcinomas

mamarios, por citometria de fluxo. Essas células apresentaram um maior potencial de
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proliferacdo e formacéo de coldnias, ambos em cultivos de aderéncia e baixa aderéncia.
Entretanto, as células positivas para CD44 ndo apresentaram maior resisténcia a
doxorrubicina, como esperado, além de se apresentarem em maior proporcao na fase G2
do ciclo celular, resultado caracteristico de células que se proliferam mais rapidamente.
Isso limitou a utilizacdo de CD44 como um marcador para CITs em neoplasias caninas,
e 0 associou com o potencial de proliferacdo das células (BLACKING; WATERFALL;
ARGYLE, 2011).

Células isoladas pelo fenétipo CD44+/CD24- de quatro linhagens de
adenocarcinoma mamario em cdes também apresentaram uma maior capacidade de
formagdo de esferas in vitro, teste amplamente utilizado para mimetizar o
desenvolvimento tumoral in vivo. Essas esferas possuiam maior expressao de genes
associados as células-tronco, como CD133, Notch3 e MDR, e também maior resisténcia
a doxorrubicina quando comparadas as células controle. Além disso, essas células
possuiram maior atividade para ALDH e quando injetadas em camundongos
imunodeficientes, eram mais eficientes na formacéo de tumores, em relacdo as células
negativas para CD44 e ALDH (MICHISHITA et al., 2011, MICHISHITA et al., 2012).

Populacdes com baixa e alta atividade de ALDH, além de positivas e negativas
qguanto a expressdo de CD24 e CD44, também foram isoladas de quatro cultivos de
carcinomas mamarios mistos, utilizando citometria de fluxo e beads magnéticas. Nesse
estudo, pode-se observar diferenca entre a quantidade de populagdes positivas e negativas
para CD24, CD44 e ALDH entre os cultivos. Entretanto, todos eles exibiram potencial

tumorigénico in vitro, através do ensaio de formacéo de esferas (CORDEIRO, 2015).

Como podemos notar, os estudos de isolamento e caracterizacdo de CITs em
neoplasias caninas ainda apresentam algumas questdes. Portanto, é importante que
abordemos esses resultados com cautela, antes de preconizarmos biomarcadores
especificos para as CITs em cdes, o0 que ja é inclusive muito discutido em neoplasias

humanas.
2.3.2 Caracteristicas das CITs

Como citado acima, as CITs exibem algumas caracteristicas muito similares as
CT de um tecido normal. A primeira dessas caracteristicas € chamada capacidade de auto-
renovagdo. Conhecida também como “‘stemness”, €sse processo permite que, apds a

divisdo celular, as células-tronco possam gerar uma (processo assimetrico) ou duas
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(processo simétrico) células-filhas capazes de manter a habilidade de auto-renovagéo e o
fendtipo de CT, assegurando a manutencgdo e expansao clonal dessas células (Figura 4).
Para ativar e manter seu potencial de auto-renovacgéo, as CITs alteram a regulacdo de
algumas vias moleculares, ja bem caracterizadas principalmente durante o
desenvolvimento embrionario de organismos multicelulares. A sinalizacdo aumentada de
vias como NOTCH, Hedgehog, WNT e BMI1 estédo relacionadas a manutencéo das CITs
em diversos tipos de tumores sélidos, como mama (KORKAYA et al., 2009), colo de
utero (VERMEULEN et al., 2010), pancreas (LI et al., 2007) e ovario (ZHANG et al.,
2008). Além dessas, vias como TGF-B também sdo associadas a habilidade de auto-
renovacao, devido a indugdo do processo de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), que
sera abordado no decorrer dessa dissertacao.

Outra caracteristica importante das CITs é a sua maior resisténcia a ataques
citotoxicos, quando utilizados quimioterdpicos. Assim como em CTs de tecidos normais,
essa caracteristica tem sido conferida, principalmente, pela maior expressdo de uma
familia de proteinas transportadoras, dependentes de ATP, conhecidas como ABC. Essas
proteinas tem a capacidade de expulsar os agentes quimioterapicos, impedindo que esses
componentes se concentrem e exercam sua fungdo no interior das células (CHEN;
HUANG; CHEN, 2013). Entre as proteinas que se destacam neste cargo, estdo a ABCB1
e ABCG2 (também conhecidas como MDR1 e BCRP, respectivamente)
(HIRSCHMANN-JAX et al., 2004; ZHOU et al., 2001). A acdo de ABCB1 na resisténcia
a quimioterapicos ja foi observada em diversos tipos de cancer, principalmente com
relacio aos quimioterapicos vimblastina e paclitaxel (GREEN et al., 2006; WANG et al.,
2005), enquanto ABCG2 mostrou influenciar tratamentos com drogas como imatinib,
topotecano e metotrexato (BURGER et al., 2004; CHEN et al., 2003; SPARREBOOM et
al., 2005).
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Figura 4 — Capacidade de auto-renovacéao das Células Iniciadoras de Tumores (CITSs)

Fonte: adaptada de BECK, B.; BLANPAIN, C. Unravelling cancer stem cell potential.
Nature Reviews Cancer, London, v. 13, n. 10, p. 727-738, 2013.

Legenda: De acordo com o0 modelo de desenvolvimento hierarquico das neoplasias, apenas as
CITs tem a habilidade de auto-renovacéo, ou seja, quando se dividem, ddo origem a células
que mantém a capacidade de “stemness”, apresentando um potencial proliferativo limitado e a
capacidade de diferenciacdo em outras células tumorais. O nimero 1 sobrescrito, representa
um processo assimétrico de divisdo, quando a uma CIT é capaz de gerar uma célula-filha com
0 mesmo fendtipo. J& o nimero 2 sobrescrito, representa uma divisao simétrica de uma CIT,
gerando duas células-filhas capazes de manter o potencial de auto-renovacgao e o fen6tipo de
CIT.

Além das proteinas ABC, outros fatores vém sendo relacionados a maior
resisténcia das CITs. A maior expressdo da enzima aldeido desidrogenase (ALDH1),
garante um poderoso sistema de detoxificacdo de metabdlitos celulares, além da protecéao
contra danos oxidativos, garantindo-lhes maior resisténcia aos xenobioticos e muitas
vezes sendo associada com piores prognosticos (GINESTIER et al., 2007). Mecanismos
de reparo ao DNA, também podem estar associados a resisténcia dessas celulas. Um
estudo com amostras de pacientes com glioblastoma, observou que populagdes de CITs

exibiam respostas mais eficientes aos danos de DNA induzidas por radioterapia em
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comparacgéo as outras células cancerosas (BAO et al., 2006).Ainda, as CITs apresentam
grande resisténcia aos tratamentos antineoplasicos baseados em radiagdo, sendo que
varios estudos associam essa resisténcia aos eficientes mecanismos de reparo ao DNA
encontrados nessa populacdo, além das baixas concentragdes dos compostos quimicos
especies reativas de oxigénio e dos disturbios no ciclo celular das CITs (SKVORTSOVA
etal., 2015).

Uma outra caracteristica, também associada a maior resisténcia dessas celulas, é
conhecida como estado de quiescéncia ou dorméncia celular. Levando-se em conta que,
grande parte das terapias contra o cancer tem como alvo células de divisdo e proliferacéo
rapidas, a quiescéncia é um excelente mecanismo de protecédo, fornecendo as células que
sdo capazes de usufruir desse estado, uma valvula de escape contra a acdo dos agentes
quimioterapicos. Tal caracteristica foi primeiramente notada em CITs de leucemias
cronicas (HOLYOAKE et al., 1999), e, posteriormente, também em tumores solidos
como mama, melanomas e colorretal (KRESO et al., 2013; PECE et al., 2010; ROESCH
etal., 2010).

As acdes (muitas vezes simultdneas) desses mecanismos que capacitam
habilidades como auto-renovacéo, pluripoténcia e resisténcia a ataques citotoxicos das
CITs, explicariam os muitos casos falhos de terapias contra o cancer, desencadeando 0s

processos metastaticos e de recidivas tumorais.

2.3.3 Terapias alvo as CITs

As CITs sdo extremamente relevantes como potenciais alvos terapéuticos.
Portanto, varios estudos tém projetado experimentos com o intuito de matar ou alterar o
fendtipo dessas células. Um dos estudos de destaque, foi o realizado por Gupta et al
(2009), onde os pesquisadores padronizaram uma linhagem oriunda de cancer de mama
silenciada para E-caderina, o que induziu o processo de transicao epitélio-mesenquimal e
o fendtipo de CITs nessas células. Apds, uma triagem com 16.000 compostos foi
realizada, na busca de substancias que fossem especificas no combate as CITs. De todos
esses compostos testados, a salinomicina, um antibiotico utilizado contra a atividade de
bactérias gram-positivas, apresentou uma poderosa ac¢do contra as CITs, reduzindo a
proporcao dessas células em mais de 100 vezes em relacdo ao paclitaxel (GUPTA et al.,

2009). Uma sonda quimica, registrada como ML239, também foi selecionada a partir de
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uma triagem de mais de 300.000 componentes, apresentando um potencial citotoxico 20
vezes maior em CITs oriundas de cancer de mama em comparacgdo as células controle
(GERMAIN et al., 2012). A acdo da metaformina, farmaco utilizado para o tratamento de
diabetes do tipo Il, também demonstrou bons resultados contra as CITs. Nesse estudo,
houve uma grande reducdo da populacdo de CITs oriundas de neoplasias mamarias de
cadelas, através da inibicdo da expressdo de um gene chamado ENPP1 (TAKAHASHI et
al., 2015).

Além dessas substancias, varios tipos de terapias vém sendo tracadas para atingir
vias especificas das CITs. Uma das estratégias, alveja-se nas proteinas de membrana
caracteristicas dessas células. Algumas dessas proteinas podem ser utilizadas para que a
terapia seja direcionada, especificamente, as CITs. Em casos de leucemia miel6ide aguda
(LMA), por exemplo, aum aumento na expressao do CD123, uma subunidade do receptor
de interleucina-3 (IL3). Portanto, foi desenvolvido um anticorpo chamado 7G3 afim de
neutralizar esse marcador, o que levou a reducdo da populacdo de CITs e a um melhor
prognoéstico quando testada em camundongos (JIN et al., 2009). Outro exemplo, é a
utilizacdo da proteina CD44 em CITs oriundas de cancer de mama. Anticorpos anti-CD44
foram conjugados a nanobastdes de ouro, que quando expostos a luz infravermelha,
aquecem as células marcadas, destruindo-as (LEE et al, 2012). Outros marcadores, como
0 CD133, apresentam alta expressdo em diferentes CITs, como em neoplasias
pulmonares, de mama e glioblastomas, podendo ser conjugados a diferentes estratégias
terapéuticas (WANG et al., 2011).

Como citado anteriormente, as CITs exibem alta expressao de proteinas da familia
ABC, o que lhes garante maior efluxo de drogas e consequentemente maior resisténcia as
terapias convencionais. Portanto, estratégias que objetivam a inibicdo dessas proteinas
podem ser eficientes no tratamento especifico das CITs. Inibidores como MS-209, VX-
710 e taquiridar, muitas vezes em combina¢do com outros quimioterapicos como
docetaxel, paclitaxel e doxorrubicina ja sdo utilizados na tentativa de superar a resisténcia
as drogas, podendo, consequentemente, apresentarem bons resultados contra as CITs
(SAEKI et al., 2007; PATIL et al., 2009). As vias responsaveis pela manutencdo da
habilidade de auto-renovacgéo das CITs também vém sendo utilizadas no combate a essas
células. Producdo de anticorpos monoclonais contra a via de sinalizacdo Notch, reduziu
a populagdo de célula CD44+/CD24- em neoplasias mamarias, por exemplo
(MCGOWAN et al., 2011). Substancias inibidoras das vias WNT e Hedgehog também
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estdo sendo testadas separadamente e concomitantes com outras substancias,
apresentando bons resultados. A ciclopamina, um inibidor da via Hedgehog, em
sinergismo com a gencitabina, restringiu a populacio de células ALDH" em neoplasias
no pancreas, enquanto a ciclopamina junto a doses de temozolomida, teve 0 mesmo efeito
em glioblastomas (FELDMANN et al., 2007; ULASOV et al., 2011).

Por ultimo, destaca-se o desenvolvimento de possiveis terapias epigenéticas no
combate as CITs, objetivando nédo s6 a morte dessas células, como também uma possivel
reversdo do fenotipo de CITs, tornando-as mais susceptiveis aos quimioterapicos
convencionais. Alguns inibidores de metiltransferases, tais como azacitidina e decitabina,
mostraram suprimir o desenvolvimento de CITs em neoplasias hematoldgicas, por
exemplo (TSAI et al.,, 2012). Outro estudo, desenvolvido por Roulois et al. (2015)
observou que baixas doses 5-AZA-CdR, podem destruir as CITs em cancer colorretal,
através da inducdo da expressdo de RNAs de dupla fita e de desregulacdo da via
MDAS5/MAVS/IRF7 (ROULOIS et al.,, 2015). Inibidores de acetilases de histonas
(HDAC) mostraram efeitos dose-dependente na diferenciacdo do fenétipo de CITs em
neoplasias mamarias e de cabeca e pescoco, por exemplo (CHIKAMATSU et al., 2013;
SALVADOR et al., 2013). A regulacdo de miRNAs também parece ser fundamental na
resisténcia as drogas. A maior expressao do miR-22, por exemplo, promove células com
habilidades de auto-renovacdo em leucemias, enquanto o miR-27b parece inibir as
caracteristicas de CITs em neoplasias mamarias (SONG, 2013; TAKAHASHI et al.,
2015). Sendo assim, tratamentos que envolvam a regulacdo dessas moléculas poderiam
ser de extrema eficiéncia contra as CITs (SONG et al., 2013)

Como podemos notar, a eficiéncia das drogas utilizadas no combate ao cancer €
muitas vezes afetada por células que desenvolvem mecanismos de protecdo mais
complexos e elaborados, apresentando, consequentemente, maior resisténcia. Assim, uma
série de estratégias vém sendo tracadas para tornar o tratamento contra essas células mais
especifico e eficiente. Tais esforcos sdo de extrema valia, podendo inclusive melhorar o
prognostico dos pacientes através da reducdo das recidivas tumorais. Além disso, a
descoberta de como deter essas células, seria fundamental para o entendimento das fases

de iniciacdo e desenvolvimento do cancer.
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2.3.4 Enriquecimento de populacdes de CITs

As CITs possuem alguns marcadores que podem ser utilizados para seu
isolamento e enriquecimento perante outras populagbes tumorais. A utilizagdo de
marcadores de membrana como, por exemplo, o0 CD133, CD44 e CD24, utilizando
técnicas de imunofenotipagem € uma das principais metodologias utilizadas. A
glicoproteina CD133, envolvida principalmente na organizagéo da membrana plasmatica,
é amplamente utilizado para a detec¢do e isolamento de CITs em tumores pulmonares,
cerebrais e pancreaticos (ERAMO et al., 2008; HERMANN et al., 2007; SINGH et al.,
2003). Ja as glicoproteinas de membrana CD44 e CD24 sao muito utilizadas para a
deteccdo e isolamento de CITs em neoplasias mamarias. Da mesma maneira, populacdes
EpCAM*/CD49" também ja demonstraram selecionar populacGes enriquecidas de CITs

em neoplasias mamarias (LIM et al., 2009).

Além dos marcadores de membrana, outras proteinas vém sendo utilizadas para o
enriquecimento de CITs. E o caso da aldeido desidrogenase 1 (ALDH1), uma enzima
responsavel por proteger as células de danos oxidativos, que ja foi descrita na utilizacdo
para o enriquecimento de CITs em neoplasias colorretais, mamarias e leucemias
(CHEUNG et al., 2007; DEBEB; WOODWARD, 2014; HUANG et al., 2010; TELL,;
HORVATH, 2014). Outra técnica utilizada para o enriquecimento de CITs é chamada de
Side Population (SP). Essa se baseia na propriedade que as CITs possuem de apresentar
menor intensidade fluorescente nas emissdes em azul e vermelho do Hoechst33342 em
relacdo as outras células neoplésicas situando-se no canto inferior esquerdo quando da
analise pelo citdmetro de fluxo (dai a razdo do nome side population). Esta propriedade
é relacionada a maior expressao de genes MDR nestas células, principalmente o gene
ATP-binding cassette, sub-family G, member 2 (ABCG2) (GOODELL et al., 1996).

Apesar do sucesso no enriquecimento de CITs em varios tipos de tumores sélidos,
utilizando as estratégias citadas acima, é necessario cautela quanto a utilizacdo dos
mesmos. Isso porque alguns deles podem ser expressos também em outros tipos de
células, como as préprias células-tronco de tecidos normais. O CD133, por exemplo, pode
ser encontrado em células-tronco e progenitoras de tecidos como figado, rim e prostata
(AM ESCH et al., 2005; BUSSOLATI et al., 2005; RICHARDSON et al., 2004). A

utilizacdo do fen6tipo CD44*/CD24", para o isolamento de CITs em neoplasias mamarias
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também apresenta controvérsias. Apesar de ser amplamente utilizado, ja foi demonstrado
que em alguns tipos de tumores de mama, as CITs ndo respondem para esse tipo de
marcador (AL-HAJJ et al., 2003). Problemas pds-enriquecimento das CITs também séo
frequentes, impossibilitando o estudo tanto basico quanto aplicado, no tocante a terapias,
para essas células. Como a populacao de CITs geralmente representa uma fracdo minima
da massa tumoral, é necessario que as células isoladas sejam replicadas de maneira in
vitro. Todavia, essa etapa muitas vezes ndo é possivel de ser realizada, ja que as células
enriquecidas perdem rapidamente seu fendtipo em condi¢bes de cultivo celular
(FILLMORE; KUPERWASSER, 2008). Assim, estudos comecaram a ser realizados a
fim de padronizar um modelo estavel de CITs ou de células que mimetizassem o fenétipo
de CITs.

Um dos métodos utilizados para o enriquecimento de CITs em populages in vitro,
baseia-se na inducéo do processo de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) (MANI et
al., 2008). Desde entdo, uma série de estudos objetivaram a inducdo desse processo.
Gupta e colaboradores, por exemplo, silenciaram apenas a expressao do gene e-caderina,
resultando no enriquecimento de células CD44+/CD24- que apresentavam um aumento
na resisténcia a quimioterapicos em comparagdo com as células controle (GUPTA et al.,
2009). Outros trabalhos realizaram o controle e inducdo do processo de EMT através da
superexpressdo de fatores de transcricdo como TWIST, SNAI1/2 e ZEB1/2 (VESUNA et
al., 2009; WELLNER et al., 2009; ZHU et al., 2012).

2.3.5 Processo de transicao epitélio-mesenquimal (EMT)

Transicao epitélio-mesenquimal (EMT) é um processo biolégico no qual células
epiteliais polarizadas e ndo-mdveis sofrem uma desregulacdo na expressdo de suas
proteinas de adesdo e junc¢do, adquirindo caracteristicas de células mesenquimais e ndo-
polarizadas. O processo desencadeia uma série de alteragdes no fendtipo dessas células,
como a reorganizacdo do seu citoesqueleto e a reprogramacdo de algumas vias
moleculares, aumentando a motilidade e a capacidade de invasdo dessas células
(KALLURI; WEINBERG, 2009). O processo de EMT pode ser classificado em trés
diferentes tipos. O processo do tipo | esté relacionado ao desenvolvimento embrionario
dos animais vertebrados e invertebrados, especialmente durante os eventos de gastrulagéo
e formagéo da crista neural (HEISENBERG; SOLNICA-KREZEL, 2008; SAUKA-
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SPENGLER; BRONNER-FRASER, 2008). Tal evento também é observado durante
alguns processos da vida adulta, como por exemplo, os processos de cicatrizacdo de
ferimentos e de cicatrizagbes pds-ovulatdrias em cada ciclo menstrual das mulheres
(AHMED, 2006; YAN et al., 2010). Esses processos podem ser englobados nos eventos
de EMT do tipo II.

Apesar de ser fundamental para o desenvolvimento e regeneracdo de alguns
tecidos, o processo de EMT também pode ser considerado patologico em algumas
circunstancias, sendo considerados EMT do tipo I1l. O surgimento de fibroses teciduais
em alguns 6rgdos € uma delas. Nesses casos, EMT é responsavel pela transformacéo de
células epiteliais ou fibroblastos em miofibroblastos, que excretam quantidades
excessivas de colageno comprometendo a funcdo dos 6rgaos atingidos (THIERY et al.,
2009), como em casos de fibroses pulmonares, renais e cardiacas (CAREW; WANG;
KANTHARIDIS, 2012; CHAPMAN, 2011; KRENNING; ZEISBERG; KALLURI,
2010).

O processo de EMT também esté intimamente envolvido com o cancer, sendo de
extrema importancia para a progressdo metastatica das células (Figura 5). Entre os
eventos impulsionados pela EMT no processo metastatico, esta a perda de proteinas
importantes pelo estado de adesao das células, como E-caderina, ocludinas, desmossomos
e citoqueratina, além do aumento da expressdo de proteinas envolvidas na maior
mobilidade e capacidade de invasdo das células, como N-caderina, vimentina e
metaloproteinases (POLYAK; WEINBERG, 2009). A represséo e ativagéo transcricional
dessas proteinas € mediada por alguns fatores de transcricdo como TWIST, SNAI1,
SLUG, ZEBL1 e ZEB2. Essas proteinas sdo amplamente expressas em diversos tipos de

cancer e muitas vezes correlacionadas a piores prognosticos (THIERY, 2002).

N&o s6 o processo completo de EMT esta associado ao cancer. Uma outra vertente
do processo, conhecida como transicao epitélio-mesenquimal parcial ou hibrida, também
vem sendo correlacionada aos processos de metastase e malignidade (HUBER; KRAUT;
BEUG, 2005). Durante esse processo, diferente da EMT completa, as células que o
sofrem sdo capazes de manter alguns de seus marcadores epiteliais, além de adquirir
alguns marcadores mesenquimais, permitindo um potencial migratério e invasivo das
células (JOLLY, 2015). Esse processo também estd associado, principalmente, aos
eventos de tubulogénese, no desenvolvimento de glandulas mamarias, e na cicatrizagdo
de tecidos epiteliais (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014; LEROY; MOSTQV, 2007).



43

Figura 5 — Processo de transicdo epitélio-mesenquimal associado a metastase

Fonte: adaptado de KIESSLICH, T.; PICHLER, M.; NEUREITER, D. Epigenetic controlo of
epithelial-mesenchymal-transition in human cancer (review). Molecular and Clinical
Oncology, London, v. 1. p 3-11, 2013.

Legenda: A transi¢do epitélio-mesenquimal é fundamental para o processo de invaséo e
metastase das células cancerosas. Ele é responsavel por processos como a degradacdo das
proteinas de adesdo e a perda da polaridade celular, 0 que permite a intravasao das células
cancerosas nos vasos e disseminacao para os tecidos secundarios. O processo de transicao
mesenquimal-epitelial, € o responsavel por permitir a colonizacdo das células no tecido
secundario.

O processo de EMT também esté associado com a obtencdo do fenétipo de CITs
tanto em células neoplasicas quanto em células normais. Varios estudos demonstraram
que a inducdo desse processo promove a aquisicao de caracteristicas de CITs e em varios
tipos de tumores sélidos como mama (MOREL et al., 2008), pancreas (WANG et al.,
2009b), colorretal (BRABLETZ et al., 2005) e figado (WANG et al., 2015). Durante a
ativacdo do processo de EMT, uma série de genes, até entdo silenciados, passam a ser
expressos, afim de regular os eventos que proporcionam o fendmeno de “stemness”. A
seguir, abordaremos de maneira mais profunda dois desses fatores de transcricéo,

fundamentais no desenvolvimento dessa dissertagéo.
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2.3.6 Fator de transcricédo dedo de zinco SLUG (SNAI2)

SLUG, também conhecido como SNAI2, € um membro da familia SNAIL de
proteinas dedo de zinco. Essas proteinas sdo constituidas de uma regido C-terminal
extremamente conservada entre as espécies e contém cerca de quatro a seis dedos de
zinco, regibes capazes de se ligar a sequéncias repetitivas e especificas do DNA (motivos)
(Figura 6) (NIETO, 2002). O sitio de ligacdo desses fatores de transcri¢cdo baseia-se na
sequéncia 5’-CAGGTG-3’e, quando ligados a essa regido agem como repressores
transcricionais (HEMAVATHY; ASHRAF; IP, 2000; MAUHIN et al., 1993). Porém,
apenas a ligacdo desses dominios as regides promotoras de genes alvos ndo € capaz de
realizar a atividade repressora. Esses fatores de transcricdo dependem de mais dois
diferentes motivos, conhecidos como dominio SNAG/Gfi e CtBP (GRIMES et al., 1996;
NIBU et al., 1998). Esses processos de repressdo sdo entdo capazes de desencadear o
processo de EMT, que como j& citado no tépico acima, é fundamental durante a formacéo
da mesoderme e da crista neural, ao decorrer do desenvolvimento dos animais vertebrados

e invertebrados.

Figura 6 — Dominios protéicos funcionais de SLUG

Fonte: adaptado de COBALEDA, C. et al. Function of the zinc-finger transcription factor
SNAI2 in cancer and development. Annual Review of Genetics, Palo Alto, v. 41, p. 41-61,
2007.

Legenda: SLUG contém um dominio SNAG N-terminal e dominios dedos de zinco C-
terminal, responsaveis pela sua atividade repressora de genes.

SLUG (ou SNAI2) foi primeiramente identificado no desenvolvimento de
embrides de galinhas. Estudos posteriores demonstraram entdo, ampla homologia de
estrutura e funcdo desse fator de transcricdo em camundongos e humanos, sendo sempre

fundamental no desenvolvimento da mesoderme e da crista neural nos embrides
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(COBALEDA et al., 2007). Entretanto, nos dias atuais, esse fator de transcri¢cdo é
estudado devido a sua acdo na progressdo de algumas doencgas, como a sindrome de
Waardenburg e piebaldismo (ambas envolvendo alteracfes em melandcitos), doencas no
coragdo e um tipo de anemia, conhecida como anemia de Diamond-Blackfan (PEREZ-
LOSADA et al., 2002; SANCHEZ-MARTIN et al., 2002).

O papel de SLUG no cancer também € muito estudado, principalmente pela sua
correlagdo com a perda de proteinas epiteliais, especialmente a E-caderina, durante os
eventos metastaticos. Tal papel vem sendo relatado em uma grande diversidade de
canceres, como carcinomas pulmonares (SHIH; YANG, 2011), de mama (COME et al.,
2006), pancreas (LI et al., 2014) e prostata (UYGUR; WU, 2011). SLUG vem também
sendo relacionado a outros processos que colaboram para o desenvolvimento neoplasico.
Mutacdes classicas no gene TP53 em cancer de pulméo de células ndo pequenas, por
exemplo, estdo associadas com alta expressdo de SLUG e consequentemente, baixa
expressao de E-caderina e outros supressores de tumores (WANG et al., 2009a). Em
casos de leucemia, SLUG pode agir como um fator anti-apoptético, devido sua regulacéo
a proteina E2A-HLF (INUKAI et al., 1999). A atividade de SLUG também esta associada
com a inativagdo dos genes supressores de tumor BRCA2 e do receptor de vitamina D
(VDR) no cancer de mama, aumentando as taxas de proliferacdo das células nesses
tumores (MITTAL et al., 2008; TRIPATHI et al., 2005). Ha também uma associa¢édo da
expressao de SLUG a resisténcia a alguns quimioterapicos como cisplatina
(HASLEHURST et al., 2012), adriamicina (VITALI et al., 2008), paclitaxel, docetaxel e
doxorrubicina (ISERI et al., 2011).

SLUG também apresenta um papel fundamental na aquisi¢do de caracteristicas
de CITs. Esse fator de transcricdo age na regulacdo de uma série de genes e de vias
moleculares, auxiliando na manutencdo do estado de CT e também de CITs, devido,
primeiramente, a repressao de genes epiteliais durante EMT. Para isso SLUG se liga a
regido promotora de genes como a E-caderina e citoqueratinas e recruta um complexo
epigenético, conhecido como complexo “polycomb repressor” (PRC2), o qual contém,
principalmente, indutores de metiltransferases e deacetilases de histonas, que trabalham
juntos afim de silenciar os genes epiteliais (HAJRA; CHEN; FEARON, 2002;
LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014). Além da funcéo repressora, tem-se demonstrado
0 papel de SLUG como ativador transcricional de uma série de genes de cunho
mesenquimal como vimentina e N-caderina (PALMA-NICOLAS; LOPEZ-COLOME,
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2013; VUORILUOQOTO et al., 2011). SLUG também esta associado a manutencéo e
formagdo de esferas, evento tipico de CITs em cultivos de baixa aderéncia. Guo e
colaboradores, por exemplo, mostraram que, em colaboragdo com o gene SOX9, SLUG
suporta a formacédo de esferas tanto em células epiteliais mamarias normais, como em
neoplasias mamarias, o que foi revertido quando esses genes foram silenciados (GUO et
al., 2012).

2.3.7 Fator de transcrigdo dedo de zinco ZEB1

Os fatores de transcri¢do da familia ZEB apresentam dois dominios dedo de zinco,
responsaveis pela ligagdo ao DNA, e um homeodominio central envolvido nas interagdes
entre proteinas. Possuem um sitio de ligagdo que se liga diretamente a sequéncias 5’-
CACCT(G)-3’, repressando ou ativando as regiées promotoras. Assim como na familia
SNAIL, os fatores de transcricdo ZEB também precisam do auxilio de complexos de
repressdo e ativacdo transcricional para realizarem suas fungbes adequadamente
(VANDEWALLE; VAN ROY; BERX, 2009). ZEB1 recruta co-repressores como CtBP
e BRG1, inativando a expressdo de seus genes alvos (Figura 7) (SANCHEZ-TILLO et
al., 2010). Ao mesmo tempo, ele pode ter o auxilio de proteinas P-300 e P/CAF e SMAD,
que auxiliam na ativacéo de alguns genes (POSTIGO et al., 2003).

Semelhante a SLUG, ZEB1 foi identificado durante o desenvolvimento
embrionario de galinhas, envolvendo-se principalmente com o desenvolvimento da
mesoderme e do sistema nervoso (FUNAHASHI et al., 1993). Em mamiferos, os papéis
de ZEB1 foram determinados primeiramente em camundongos. Uma serie de estudos
foram realizados, demonstrando que a expressao de ZEB1 durante o desenvolvimento
embrionario é fundamental para o completo funcionamento de alguns tecidos, sendo que
sua desregulacao pode levar ao surgimento de mé formacdes e doencas (ZHANG; SUN;
MA, 2015). A distrofia corneal polimorfa posterior, por exemplo, é uma doenga rara e de
heranca genética, caracterizada pela opacidade da cornea. Essas alteracdes estdo
relacionadas com alteragOes na expressdo de genes como VSX1 e COL8AZ2, todos
regulados por ZEB1. Assim, na grande maioria dos pacientes que desenvolvem essa

doenca, sdo constatadas mutacdes no gene ZEB1 (LISKOVA et al., 2007).
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Figura 7 — Dominios protéicos funcionais de ZEB1

Fonte: adaptado de WELLNER, U.; BRABLETZ, T.; KECK, T. ZEBL1 in pancreatic cancer.
Cancers, Basel, v. 2. p 1617-1628, 2010.

Legenda: ZEB1 contém dominios dedos de zinco (ZFD), um homeodominio central (HD), um
dominio de ligacdo para SMAD (SBD), um dominio de interagdo com CtBP (CID) e um
dominio de ligacéo coativador (CBD). O co-repressor CtBP liga-se a CID e os co-ativadores
P-300 e P/CAF interagem com o dominio CBD).

A expressdo de ZEB1 também est4 associada a uma série de tipos de canceres
como mama (LEHMANN et al., 2016), pulmdo (GEMMILL et al., 2011) e figado
(ZHANG et al., 2013) e com o fendtipo de CITs. Assim como SLUG, ZEB1 é um indutor
do processo de EMT, o qual esta relacionado a eventos metastaticos e piores progndsticos
da doenca. ZEB1 pode agir tanto como um repressor transcricional de genes epiteliais e
de polaridade como a E-caderina, assim como, agir como um ativador transcricional de
genes mesenquimais e metaloproteinases. Sua expressao € aumentada, muitas vezes, em
resposta a ativagdo de vias classicas de EMT, como TGF- ¢ WNT, além de fatores de
crescimento que ativam a via RAS-MAPK, garantindo o fen6tipo mesenquimal das
células e um maior potencial de invasdo e mobilidade, além das caracteristicas associadas
a CITs (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014; ZHANG; SUN; MA, 2015).

Além dos eventos classicos relacionados a EMT ja citados acima, e que
direcionam o fenoétipo de CITs, esse fator de transcricdo pode regular negativamente um
grupo de microRNAs que funcionam como repressores do fendmeno de stemness,
principalmente dos microRNAs da familia miR-200. O silenciamento do miR-200a, por
exemplo, permite a superexpressao de uma proteina do complexo polycomb BMI-1, que
regula o estado de célula-tronco tanto em CT como em CITs (WELLNER et al., 2009).
Ja a supressdo do miR-200b, também inibido por ZEB1, esta associada com a expressao
de uma enzima modificadora de histonas, conhecida como Suz12, necessaria para a
repressdo transcricional de genes como CDH1 (codificador da E-caderina), que esta

associado a perda do fendtipo epitelial e do surgimento do estado de stemness
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(ILIOPOULOS et al., 2010). Outros trabalhos também demonstraram a regulacao
negativa de outros microRNAs supressores do fenotipo de CITs, como miR-203 e miR-
183 (WELLNER et al., 2009).

Por fim, a expressao alterada desses fatores de transcri¢do associados a EMT esta
envolvida com uma série de eventos do cancer, desde sua fase de iniciacdo até sua fase
de disseminacdo. Além disso, destaca-se a relacdo dessas moléculas com o fenotipo de
CITs, populacdo muitas vezes responsavel por complicacfes durante o cancer. O estudo
de como essas moléculas agem, em condigdes in vitro e in vivo, proporcionam uma ampla
e interessante area de pesquisa, e suas descobertas poderiam ser de grande utilidade para
0 entendimento da biologia do céancer, assim como no desenvolvimento de terapias

inovadoras, seguras e eficientes contra essa doenca.



49

3 HIPOTESE

1. Havariacao na expressdo de fatores de transcri¢do associados a EMT em cultivos
de células cancerosas isoladas a partir de amostras de neoplasias mamarias de

cadelas com fendtipo epitelial ou mesenquimal.

2. A expressdo exdgena de fatores de transcricdo associados a EMT em células
oriundas de carcinomas mamarios caninos de fendtipo epitelial, induz o processo
de transicdo epitelio-mesenquimal e consequentemente o fenotipo de celulas

iniciadoras tumorais (CITS).
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4 OBJETIVOS

1. Avaliar a expressdo de fatores de transcri¢do associados a EMT em cultivo de
células isoladas a partir de amostras de neoplasias mamarias de cadelas e sua

associacdo com fendtipos de malignidade;

2. Avaliar os efeitos da expressdo exdgena de SLUG e ZEB1 em cultivos de células
mamarias de cadelas com fenétipo epitelial, quanto a morfologia, expressdo de
filamentos intermediérios, tempo de duplicagdo celular, expressdao de genes
associados a EMT, resisténcia aos quimioterapicos doxorrubicina e paclitaxel,

potencial de invasdo e formacao de tumoresferas em placas de baixa aderéncia.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CULTIVOS DE CELULAS ORIUNDAS DE NEOPLASIAS MAMARIAS
CANINAS

Os quatro cultivos de células utilizados nessa dissertacdo (CC-20E, CL-28E, CB-
5M e CL-25M) foram isolados a partir de amostras de carcinomas mamarios de cadelas
atendidos em clinicas veterinarias parceiras de Pirassununga-SP e regido. Essas células
foram isoladas e caracterizadas durante a dissertacdo da pds-graduanda Yonara Gouveia
Cordeiro (CORDEIRO, 2015).

Todas as celulas foram cultivadas por 25 passagens, com o propdsito de obtermos
uma populagdo clonal e uniforme de células. Todos os experimentos seguintes foram
realizados a partir dos clones p25. As células foram entdo cultivadas em meio de cultivo
DMEM/F-12 (Thermo Fisher Scientific, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de antibidtico/antimicético (Thermo Fisher, EUA), em estufa a 37°C
e 5% de CO2. O meio de cultivo foi substituido a cada dois dias para a manutencao das
células. Quando atingiam 70-80% de confluéncia, as células eram desprendidas das
garrafas através da utilizacdo de tripsina TrypLE™ Express 1X (Thermo Fisher
Scientific, EUA). Para isso, todo o0 meio de cultivo da garrafa era descartado e adicionava-
se 5 ml de PBS, com a intencdo de remover os debris celulares, contaminantes e restos de
SFB, que poderiam inibir a acdo da tripsina. Logo ap6s o descarte do PBS, 1 ml de tripsina
TrypLE™ Express (Thermo Fisher Science) era adicionado. As células foram entdo
ressuspendidas em 5 ml de meio de cultivo, suplementado com 10% de SFB, afim de
inativar a tripsina. Apoés a tripsinizagéo, 10% das células retornavam ao cultivo, sob as
mesmas condic¢des. A cada 5 passagens, trés vias de células eram ressuspendidas em 1 ml
de DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB e 10% de de dimetil sulféxido (DMSO),

colocadas em criotubos e armazenadas em nitrogénio liquido.
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5.2 AVALIACAO DA DISPOSICAO DOS FILAMENTOS DE ACTINA POR
COLORACAO DE FALOIDINA

Para analisar a disposicdo dos filamentos de actina nas células foi utilizado o teste
de coloracgéo de faloidina (Phalloidin Atto 565 — Sigma aldrich, EUA). Essa consiste em
um peptideo com alta afinidade para F-actina, conjugado ao corante fluorescente
vermelho-laranja, tetrametilrodamina (TRITC). Para isso, cerca de 10.000 células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas a 37°C e 5% de CO durante 24 horas.
Apds, foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e fixadas com paraformaldeido (PFA) a 4%,
durante 30 minutos. O PFA foi retirado e as células lavadas duas vezes com PBS, e logo
em seguida foram adicionados 50 pl de faloidina diluida 100 vezes em PBS 1x. A placa
foi entdo envolvida em papel aluminio e incubada em temperatura ambiente durante 30
minutos. As células foram lavadas 2 vezes com PBS e em seguida 50 ul de DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole - ThermoScientific — Carlsbad, CA, EUA), em uma
concentracdo de 2ug/ml, foram adicionados para a coloracdo do nucleo das células.
Novamente, a placa foi envolta com papel aluminio e incubada durante 15 minutos. Mais
2 lavagens com PBS 1x foram realizadas e por fim 100 pl de ProLong (2 gotas por 1 ml
de PBS 1x) foram adicionados para a manutencdo da fluorescéncia a longo prazo. As
celulas foram entdo observadas em microscopio invertido (ZEISS - Axio Vert Al) e
fotografadas com camera acoplada (Axio Can 503), utilizando filtro de comprimento de
onda de 540 nm para a observacdo dos filamentos de actina e filtro de comprimento de

onda de 358 nm para a observacdo do nucleo marcado com DAPI.

5.3 EXTRACAO DE RNA E TRATAMENTO COM DNASE

Apbs 25 passagens, células foram cultivadas até atingirem 70-80% de
confluéncia, tripsinizadas e contadas em camara de Neubauer. Cerca de 10° células foram
colocadas em tubos eppendorf de 1,5 ml e centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante era entdo descartado e adicionava-se 1 ml de PBS para lavagem.
Novamente, as células eram centrifugadas e o PBS descartado. O pellet foi entdo

armazenado em -80°C até sua utilizag&o.

A extracdo do RNA total foi realizada com o reagente Trizol (Thermo Scientific,
EUA), sequindo-se o protocolo do fabricante. Para isso, esperava-se o descongelamento

do pellet de células em gelo e adicionava-se 800 ul de Trizol a cada tubo. As amostras
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eram entdo levadas ao vortex e depois incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente,
para a completa dissociacdo das membranas celulares e liberacdo das macromoléculas.
160 pl de cloroférmio eram adicionados a cada tubo, 0s quais eram mixados por inversao
e incubados por mais 3 minutos. As amostras eram entdo centrifugadas a 12.000 g,
durante 15 minutos e a 4°C. Logo apds a centrifugacéo, 3 fases eram visualizadas. A fase
aquosa e incolor, a qual continha o RNA, era entédo pipetada para um outro tubo eppendorf
de 1,5 ml e o restante era armazenado em -80°C. O RNA foi entdo precipitado com a
adicdo de 400 pl de alcool isopropilico puro. Apés 10 minutos em temperatura ambiente,
as amostras eram centrifugadas a 12.000 g, durante 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante
era descartado e o pellet, o qual continha 0 RNA, era ressuspendido com 800 ul de &lcool
etilico 75% e levado ao vortex. Apds, centrifugava-se as amostras em 7.500 g, durante 5
minutos e a 4°C. Essa etapa de lavagem foi realizada duas vezes. Por ultimo, o
sobrenadante era descartado e incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos,
as amostras eram ressuspendidas em 50 pl de agua livre de RNAse. A quantidade e
qualidade do RNA extraido foram analisados pelo equipamento NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific, EUA) e por gel de agarose. Foram consideradas apropriadas para uso, as
amostras que apresentaram razdo A260/A280 entre 1.8 e 2.1 e bandas ribossomais 18s e

28s integras no gel de agarose.

Apds quantificacdo e avaliacdo da integridade, as amostras de RNA foram tratadas
com DNAse do tipo | e livre de RNAse (Thermo Scientific, EUA), para a degradacao de
possiveis fragmentos de DNA. Para isso, todas as concentracdes de RNA foram ajustadas
para 200 ng/ul. Logo ap6s, foi adicionado o buffer DNAse 10x em uma concentracdo de
1x e 2U de DNAse do tipo I. As amostras foram entdo incubadas em termociclador
durante 30 minutos e a 37°C. Apos, elevava-se a temperatura a 75°C durante 10 minutos,
afim de inativar a DNAse. Para essa etapa, foi adicionado EDTA em uma concentragdo
de 5mM, afim de evitar a degradacdo do RNA devido a alta temperatura.
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54 TRANSCRICAO REVERSA E ANALISES DE EXPRESSAO GENICA
RELATIVA POR PCR EM TEMPO REAL

Os mRNAs foram entdo transcritos reversamente para cCONA utilizando-se o kit
“High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Thermo Scientific, EUA). Para isso,
padronizou-se uma reagédo contendo 20 pl com uma concentracao final de RNA de 50 ng/
pl. Desses 20 ul padronizados, 2 pl correspondiam ao buffer RT 10X, 2 ul de primers
oligo(dt), 0,8 ul de um mix contendo desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTP) e 1 pul
da enzima transcriptase reversa MultiScribe (Thermo Fisher Scientific, EUA).
Completava-se a reacdo com agua livre de RNAse para um total de 20 pl. As amostras
eram entdo levadas ao termociclador e incubadas a 25°C durante 10 minutos, 37°C durante
2 horas e a 75°C durante 5 minutos, para inativacdo da reacdo. As amostras de cDNA

foram entdo armazenadas a -20°C até sua utilizacao.

As andlises de expressdo génica relativa foram realizadas por PCR em tempo real,
utilizando o equipamento StepOne System (Thermo Fisher Scientific, EUA). As reacdes
foram preparadas em um volume total de 10 ul, contendo 5 pl do reagente Fast SYBR
Green Master Mix (Applied BioSystem, EUA), o volume de primers correspondentes a
sua concentracdo padronizada, 1 ul de cDNA e o restante completado com agua livre de
RNAses. A reacao foi realizada com 1 ciclo de 20 segundos a 95°C e 40 ciclos de 3
segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C. Os primers utilizados para a amplificacdo de
genes especificos foram desenhados em regibes de dois éxons diferentes, de forma que
houvesse uma regido de intron entre eles, evitando assim resultados falsos positivos
oriundos da amplificacdo de DNA genémico. Para o desenho dos primers, foi utilizado o
programa Primer-BLAST (YE et al., 2012) e para a verificacdo da formacdo de dimeros
e hairpins foi utilizado o programa AutoDimer (VALLONE; BUTLER, 2004). Por fim,
os primers foram testados por PCR In Silico, disponivel na plataforma UCSC Genome
Bioinformatics. Os primers desenhados estdo descritos na tabela 3. A expressdo do RNA
ribossomal 18S foi utilizada como gene enddgeno e normalizador das reacdes. Todas as
reacOes foram realizadas com seis replicatas biolégicas e em duplicata técnica. As
analises de expressdo génica foram realizadas pelo método de 2DDCT (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 2 — Primers especificos utilizados nas reacdes de PCR em tempo real

Primers Sequéncia (5’ > 3’)
18S FW CCTGCGGCTTAATTTGACTC
18S RV CTGTCAATCCTGTCCGTGTC
ABCB1 FW CCTGGACAAAGCCAGAGAAG
ABCB1 RV TTTGCCATTCTGAAACACCA
BRCA2 FW CGAGTCCCCTCTGCATGTTC
BRCA2 RV CTGAAAAGACTCTGCATTTTTGCTG
CDH1 FW AGGCCCATTTCCTAAAAACC
CDH1 RV TTGGCCAGTGATGCTGTAGA
CDH2 FW CCTTCATGCTGGGACCATGT
CDH2 RV TTTGCCCGTTCACAGGATCT
HDAC1 FW AGGCATCTGGCTTCTGTTACG
SLUG FW CGTTTTCCAGACCCTGGTTA
SLUG RV GCAGTGAGGGCAAGAAAAAG
STAT3FW GCCAATGCTAGAGGAGAGGA
STAT3 RV AACTGGACGCCAGTCTTGAT
VDR FW CAGCCAGGACTACAAGTACCG
VDR RV CCTGGAACTTGATGAGGGGC
ZEB1 FW TTGCTCCCTGTGCAGTTACA
ZEB1 RV AGCTTTCCCACATTCAGTGC
ZEB2 FW ACCCAGGACTGGATCAGATG
ZEB2 RV GCTCCATCAAGCAATTCTCC

Fonte: XAVIER, P. L. P. 2016.

Legenda: Sequéncias foward e reverse dos primers, descritas no sentido 5° — 3’

55 PREPARACAO DOS PLASMIDEOS CONTENDO AS REGIOES
CODIFICANTES DOS GENES SLUG E ZEB1

5.5.1 Preparacdo das bactérias competentes

Primeiramente, bactérias da espécie Escherichia coli, foram induzidas ao estado
de competéncia através do método quimico utilizando cloreto de calcio (CaCly). Para isso,
as bactérias foram plaqueadas em placas de petri contendo 20 ml de agar dissolvido em
meio de cultivo Luria-Bertani (LB) (Sigma Aldrich, EUA) e mantidas em estufa a 37°C e
overnight para o crescimento das coldnias. Apds o crescimento, uma col6nia foi capturada
e transferida para um tubo falcon contendo 50 ml de meio de cultivo LB. Esse foi
incubado em um agitador a 37°C e a uma velocidade de 250 rpm, até que as bactérias
proliferassem em quantidade suficiente para turvar o meio de cultivo. Apos, 0s tubos

foram centrifugados a 4.000 rpm durante 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi
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descartado e o pellet de bactérias foi incubado em gelo. O pellet foi entdo ressuspendido
em 15 ml de solugdo gelada contendo 100 mM de MgCl,. Novamente, o tubo foi
centrifugado a 4.000 rpm, durante 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi entio
descartado e o pellet ressuspendido em 20 ml de solucdo gelada contendo 100 mM de
CaCl, e incubado em gelo durante 20 minutos. A cada 3 minutos, o tubo era agitado
manualmente afim de manter o pellet em suspensdo. Apos, o tubo foi centrifugado nas
mesmas condi¢bes anteriores, o sobrenadante descartado e o pellet de bactérias
ressuspendido em 2 ml de solucao contendo 85 mM de CaCl. e 15% de glicerol. Aliquotas
de 100 pl das bactérias competentes foram produzidas e armazenadas a -80°C até sua

utilizacéo.

5.5.2 Processo de transformacao, clonagem e purificacdo dos plasmideos

As regibes codificantes (ORFs) dos genes SLUG (NM_001097981) e ZEB1
caninos (XM_003433703) foram adquiridas de empresa especializada (GenScript, EUA).
Ainda na empresa, as ORFs foram clonadas em vetores plasmidiais do tipo FUGW, o
qual contém, principalmente, uma regido codificadora de ubiquitina, uma sequéncia para
resisténcia ao antibiotico ampicilina e uma sequéncia para a expressdo da proteina
sinalizadora eGFP (Figura 8). Os plasmideos foram entdo recebidos de forma liofilizada.
Primeiramente, foram centrifugados a 6.000 g, durante 1 minuto e a 4°C. Apds, foram
ressuspendidos em 20 ul de gua livre de RNAses e agitados em vortex durante 1 minuto.
Duas aliquotas de bactérias competentes, preparadas durante a etapa 3.4.1, foram entdo
colocadas em gelo, e 2 pl de cada plasmideo foram pipetados diretamente nas bactérias.
Um choque térmico foi realizado afim de induzir o processo de transformacao, ou seja,
da incorporacao dos plasmideos pelas bactérias. Para isso, os tubos foram incubados em

banho maria a 42°C, durante 45 segundos e depois retornados ao gelo, durante 5 minutos.

As bactérias foram entdo transferidas para um tubo eppendorf de 1,5 ml, contendo
300 pl de meio de cultivo LB e incubadas a 250 rpm e a 37°C, durante 50 minutos. Apos,
120 ul do meio LB contendo as bactérias foram transferidos para placas de petri contendo
20 ml de meio LB e agar, além de ampicilina em uma concentracdo de 100 pg/ml para a
selecdo das bacterias resistentes. A solucdo foi homogeneizada com uma pipeta pasteur,
de modo que a mesma se espalhasse por toda a placa. As placas foram entdo incubadas

em estufa a 37°C e overnight para o crescimento das colénias. Uma coldnia foi capturada
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e transferida para um tubo falcon de 15 ml, contendo 2 ml de meio LB com ampicilina e
as placas de petri com o restante das colbnias, foram armazenadas em geladeira, caso
necessarias para utilizacdes posteriores. Os tubos foram entdo incubados a 250 rpm e a
37°C por aproximadamente 6 horas, tempo suficiente para a proliferacdo das bactérias e
para o turvamento do meio de cultivo. Em seguida, 1 ml das bactérias foi transferido para
garrafas de 500 ml, contendo 100 ml de meio de cultivo LB e ampicilina e o restante foi
congelado a -80°C, em solucdo de glicerol 35%. As garrafas foram incubadas a 250 rpm,
37°C e overnight. Apos, as bactérias foram divididas em tubos falcon de 50 ml e
centrifugadas a 6.000 g, a 4°C e durante 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o

pellet armazenado a -80°C.

Figura 8 — Sequéncia do plasmideo FUGW

Fonte: adaptado de LOIS et al. Germline transmission and tissue-specific expression. of
transgenes delivered by lentiviral vector. Science, Washington, v. 295. p 868-872, 2002.

Legenda: Sequéncia de todas as regifes contidas no plasmideo FUGW. A seta vermelha aponta
para a sequéncia do gene de resisténcia para o antibiético ampicilina. A seta verde aponta a
regido aonde estdo inseridas a regido promotora de ubiquitina, seguida pelas ORFs dos genes
SLUG e ZEBL1. Por fim, a seta azul aponta para a sequéncia do gene eGFP.
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A purificacdo dos plasmideos foi realizada utilizando-se o kit EndoFree Plasmid
Maxi (Qiagen, Alemanha). Inicialmente, o pellet de bactérias foi ressuspendido em 10 ml
de buffer P1 e 10 ml de buffer P2 para permitir a lise das células e liberacdo dos
componentes intracelulares. O tubo foi invertido manualmente 10 vezes e incubado por 5
minutos em temperatura ambiente. Apos, 10 ml do buffer P3 foram adicionados a solucao
e misturado por inversdo. A solugéo foi entdo transferida para uma seringa QIAfilter e
incubado por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, a solugéo foi filtrada em
um tubo falcon de 50 ml e adicionado 2,5 ml do buffer ER. A solucdo foi invertida
manualmente 10 vezes e incubada em gelo por 30 minutos. Entre os 30 minutos, a barreira
QIAGENT-tip 500 foi equilibrada adicionando-se 10 ml de buffer QBT e permitindo que
a barreira se esvaziasse por fluxo gravitacional. Em seguida, transferiu-se a solugéo
filtrada para a barreira e permitiu-se que se esvaziasse por fluxo gravitacional. A barreira
foi entdo lavada 2 vezes com 30 ml do buffer QC. O DNA plasmidial foi entdo eluido da
barreira adicionando-se 15 ml de buffer QN em um novo tubo falcon de 50 ml.
Adicionou-se 10,5 ml de alcool isopropilico para a precipitacdo do DNA. Os tubos foram
entdo centrifugados a 5.000 g por 2 horas e a 4°C. Apds, o sobrenadante foi descartado e
0 pellet ressuspendido em 5 ml de etanol 70% livre de endotoxinas para a lavagem.
Novamente, os tubos foram centrifugados a 5.000 g por 2 horas e a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em buffer TE livre de endotoxinas. A concentragéo
e a razdo 260/280 do DNA plasmidial foi analisada pelo equipamento NanoDrop 2000.

5.6 PROCESSO DE TRANSFECCAO DAS CELULAS 293FT E TRANSDUCAO
ESTAVEL DOS GENES SLUG E ZEB1 POR TRANSDUCAO LENTIVIRAL

A transfeccdo foi realizada utilizando-se células empacotadoras 293ft e o reagente
lipofectamina 3000 (Thermo Fisher, EUA). Primeiramente, células 293ft foram
cultivadas em garrafas de 75 cm? em meio de cultivo DMEM suplementado com
GlutaMAX e 10% de soro fetal bovino, a 38,5 °C e 5% de CO>. Ao atingir cerca de 70 %
de confluéncia, as células foram transfectadas, sendo que uma garrafa recebeu os
plasmideos contendo a ORF do gene SLUG (FUGW-SLUG), outra com plasmideos
contendo a ORF do gene ZEB1 (FUGW-ZEBL1) e uma com plasmideos contendo apenas
a ORF para o gene eGFP (FUGW-eGFP), considerada controle positivo. Para isso,
preparou-se para cada garrafa, 1,5 ml de meio DMEM livre de SFB e antibidtico,

suplementados com 36 pl de lipofectamina 3000. Em outros tubos separados, preparou-
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se 1,5 ml de meio DMEM livre de SFB e antibiotico contendo 5 pg de cada plasmideo,
junto a 1,2 pg dos plasmideos virais pLP1 e pLP2, e 2,4 ug do plasmideo viral VSV.G.
O meio contendo a lipofectamina foi adicionada junto ao meio contendo os plasmideos e
incubados por 5 minutos em temperatura ambiente. Esse foi entdo utilizado para a
infeccdo das células 293ft e consequente producéo dos lentivirus contendo as sequéncias
dos genes de interesse. Ap0Os 48 horas, o sobrenadante infectado foi coletado e utilizado
para a transducgdo das células de interesse.

Cerca de 3 x 10* células das células CC-20E e CL-28E foram colocadas em placas
de 6 pocos e cultivadas até atingirem 70% de confluéncia. O meio de cultivo foi entéo
removido e as células foram transduzidas com o sobrenadante contendo as particulas
lentivirais adicionados de polibreno em uma concentracdo de 8ug/ml (Sigma-Aldrich,
EUA), durante 24 horas. Apds, as células foram transduzidas novamente com 0 mesmo
sobrenadante. A transducdo foi mantida por mais 48 horas e entdo visualizadas em
microscopia de fluorescéncia para a detecgdo de eGFP, em um comprimento de onda de
395 nm.

5.7 ENRIQUECIMENTO DAS CELULAS POSITIVAS PARA EGFP ATRAVES DE
SEPARACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células transduzidas com os genes SLUG e ZEBL1 foram cultivadas em garrafas
de 75 cm® até atingirem cerca de 80% de confluéncia e entdo foram tripsinizadas. Cerca
de 10" células foram concentradas em 1 ml de PBS contendo 5mM de EDTA e filtradas
em tubos estéreis de 5 ml utilizando um mesh de 100 micrémetros, evitando assim debris
e aglomerados de células. A populagdo total de células positivas para eGFP foi entdo

analisada e separada pelo citdmetro de fluxo S3 Cell Sorter (Bio Rad, EUA).

5.8 TEMPO DE DUPLICACAO CELULAR

Para avaliagdo da taxa de proliferacéo das células, foram cultivadas 5 x 10* células
por poco, em placa de 6 pocos, com meio de cultivo suplementado conforme descrito
anteriormente. O nimero de células foi contado em camara de Neubauer em intervalos
de 24 horas, por um periodo total de 120 horas. Todas as amostras foram contadas no

mesmo horario, e da mesma forma durante todo o experimento. Os resultados foram
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avaliados através do programa Doubling-Time (http://doubling-time.com/compute.php).

A avaliagdo foi realizada em duplicata técnica.

5.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE CITOQUERATINA E VIMENTINA POR
IMUNOFLUORESCENCIA

Cerca de 10* células foram plaqueadas em placas de 96 pogos e incubadas a 37°C
e 5% de CO2 durante 24 horas. Apds, foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e fixadas com
paraformaldeido (PFA) a 4%, durante 30 minutos. O PFA foi retirado e as células lavadas
duas vezes com PBS. Entdo foi realizado o blogueio utilizando leite a 5%, diluido em
PBS 1x, durante 30 minutos em temperatura ambiente. O anticorpo primério foi diluido
em uma concentracdo de 1:100, utilizando PBS/Tween 0,1% adicionado de BSA a 0,1%
para todas as marcacdes realizadas, sendo preparados 50 uL de solucdo para cada pogo.
As células foram entdo incubadas overnight a 4°C e ap6s lavadas 3 vezes com PBS. O
anticorpo secundario foi entdo diluido em uma concentracéo de 1:250 e as células foram
incubadas durante 1 hora em temperatura ambiente. Apds, as células foram lavadas 3
vezes com PBS e entdo incubadas com Hoechst por 10 minutos para a marcacdo dos
nucleos. A solucdo de Hoechst foi entdo retirada e as células lavadas com PBS por mais
3 vezes. Apos, as células foram entdo observadas em microscépio invertido (ZEISS -
Axio Vert Al) e fotografadas com cdmera acoplada (Axio Can 503), utilizando filtro de
comprimento de onda de 540 nm para a observacao dos filamentos intermediarios e filtro

de comprimento de onda de 358 nm para a observagdo do nucleo marcado com Hoescht.

510 AVALIACAO DE CITOTOXIDADE DOS QUIMIOTERAPICOS
DOXORRUBICINA E PACLITAXEL

O efeito citotdxico dos quimioterapicos doxorrubicina e paclitaxel entre as células
controle e com expressdo exdgena de SLUG foi avaliado utilizando o ensaio de MTT.
Para isso, cerca de 5 x 10° células foram concentradas em um volume de 100 pl/pogo,
plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas durante 24 horas para aderéncia. Apds, o
meio de cultivo foi retirado e um novo meio de cultivo contendo diferentes concentracoes
em diluigdes seriadas dos quimioterdpicos doxorrubicina e paclitaxel foram adicionados.

As células foram expostas aos farmacos durante 48 horas, quando entdo foram
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adicionados 10 pl/poco de MTT em uma concentracdo de 5mg/ml e incubadas em estufa
a 37°C e 5% de CO2, durante 2 horas. Em seguida, o meio de cultivo com MTT foi
retirado e 100 pl/poco de &lcool isopropilico acidico (0,04 M de HCL em Aalcool
isopropilico absoluto) foram adicionados para a diluicdo dos cristais de formazan,
produzidos pela metabolizacdo do MTT pelas células vidveis. As placas foram lidas em
um espectrofotometro com 570 nm de comprimento de onda. Os valores de absorbancia
foram entdo utilizados para o calculo da concentragdo de inibicdo de 50% da viabilidade

celular (ICso). Os testes foram realizados em triplicata.

5.11 ENSAIO DE INVASAO EM INSERTOS TRANSWELL

A capacidade de invasdo das células foi analisada por ensaio de invasdo em
insertos transwell preenchidos com gel ECM, afim de mimetizar a matriz extracelular.
Para a realizacdo desse teste, todos os materiais utilizados foram previamente
descongelados e resfriados em geladeira, afim de evitar a polimerizagéo precoce do gel
ECM. As celulas foram cultivadas por 24 horas com meio de cultivo livre de soro fetal
bovino. Apos, os insertos foram inseridos em placas de 24 pocos e preenchidos com 100pl
do gel ECM diluido em PBS (1:5). A placa foi incubada a 37°C durante 4 horas, para a
polimerizacdo do gel. O nimero de células plaqueadas foi ajustado para cerca de 40.000
celulas/inserto, em um volume de 100 pl/inserto. 600 pl de meio DMEM-F12
suplementado com 20% de soro fetal bovino foram adicionados a cada poco, servindo
como um quimioatrativo para as células. Apds 24 horas, o meio de cultivo foi retirado
dos insertos e esses foram lavados em PBS. A parte superior do inserto foi limpa com um
swab, afim de retirar as células que ndo invadiram o gel. Em seguida, o inserto foi
colocado novamente em uma placa de 24 pogos e fixado com 1 ml de glutaraldeido 5%
durante 10 minutos. Os insertos foram entdo lavados 2 vezes em PBS e corados com
cristal violeta por 2 minutos. Apds, foram lavados 2 vezes em PBS e mais uma vez o
swab foi passado na parte superior do inserto para a retirada total das células nédo
invasivas. As células invasivas foram contadas em microscopio éptico, em um aumento

de 100 vezes, em 5 campos aleatdrios. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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5.12 CULTIVO CELULAR PARA FORMACAO DE TUMORESFERAS

A capacidade de formacdo de tumoresferas foi realizada em placas de baixa
aderéncia. Para isso, cerca de 750 células foram plaqueadas em placas de baixa aderéncia
(24-well low-adherent plates, Corning®, USA) em um volume de 0,5 ml/poco. O meio
utilizado foi DMEM-F12 suplementado com 20 ng/ml de EGF (PrepoTech, USA), 10
ng/ml de FGF (PrepoTech, USA), 5ul/ml de insulina bovina (Sigma Aldrich®, MO,
USA) e 1% de antibiotico/antimicético (PenStep, Gibco, Life Technologies®, USA).
Para manutencdo do cultivo celular, 40 ul/pogo de meio fresco foram adicionados a cada
48 horas. As esferas foram contadas e medidas nos dias 7, 14 e 21 de cultivo. Foram
contados 9 pocos para cada célula. Para a avaliacdo do tamanho das esferas, dez esferas
foram fotografadas para cada cultivo, e entdo seu didmetro foi medido utilizando o

software do proprio microscopio (ZEISS - Axio Vert Al).

5.13 ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliacdo de significancia da expressao génica dos fatores de transcricéo
nos cultivos celulares iniciais, foi utilizado analise de variancia (ANOVA), em uma via
para comparagdes multiplas entre os cultivos, realizada pelo teste de Tukey. Para anélise
da ICsp, foi utilizado o método de regressao ndo linear com parametros de inibicdo dose
resposta. Para comparacdo dos resultados obtidos entre as células controle e as células
com expressao exogena de SLUG, foi utilizado, primeiramente, o teste de Kolmogorov-
Smirnov para determinagdo da normalidade dos dados. Para aqueles considerados
normais, utilizou-se teste t paramétrico de Student. Para aqueles ndo considerados
normais, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Todas as analises e
confeccdo dos gréaficos foram geradas pelo programa GraphPad Prism® 6.0 (San Diego,

CA, USA). Diferencas com (P) < 0,05 foram consideradas significantes.
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6 RESULTADOS

6.1 EXPERIMENTO 1: CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DOS CULTIVOS
CELULARES E AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE FATORES DE
TRANSCRICAO ASSOCIADOS A TRANSICAO EPITELIO MESENQUIMAL

6.1.1 Caracterizacdo morfologica por microscopia optica

Os quatro cultivos celulares utilizados durante esse estudo, foram caracterizados
previamente quanto a sua morfologia, tempo de duplicacdo, cariétipo e expressao dos
filamentos intermediarios citoqueratina, vimentina e alfa-actina por imunocitoquimica
(GOUVEIA, 2015). Ao caracterizad-los morfologicamente por microscopia Optica,
observou-se que que os cultivos CC-20E e CL28E apresentaram fenoOtipo de células
epiteliais, enquanto os cultivos CB-5M e CL25M apresentaram fendtipos de células

mesenquimais. Individualmente, as amostras exibiram as seguintes caracteristicas:

- Cultivo CC-20E: Nesse cultivo, foi observado morfologia tipica de células epiteliais,
as quais apresentavam formato poligonal, formacdo de grupos de células justapostas e
pouco espaco intracelular. Os nucleos eram grandes e bem definidos, contendo nucléolos
bem evidentes. Em algumas regifes da placa, notou-se algumas células com o citoplasma
mais amplo do que o normal, exibindo trés ou mais nucleos com nucléolos evidentes.
Quando em confluéncia, observava-se a formacdo de um tapete de células, bem

semelhante aos tecidos epiteliais (Figura 9).
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Figura 9 — Caracterizagdo morfoldgica do cultivo CC-20E

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016.

Legenda: células com morfologia epitelial, apresentando formato poligonal. Nucleos
apresentando nucléolos bem definidos. (A) distribuicdo em monocamada. Pode-se observar a
formac&o de grupos de células justapostas. Aumento de 50X. (B) quando em confluéncia, as
células se organizam na forma de um tapepe, bem semelhante aos tecidos epiteliais. Aumento
de 100X. (C) aumento de 400X. (D) a seta aponta uma célula com citoplasma mais amplo do
gue o normal, apresentando varios nicleos. Aumento de 400X.

- Cultivo CL-28E: Assim como o cultivo anterior, 0 CL-28E também apresentou
morfologia tipica de células epiteliais, com formato poligonal, citoplasma pequeno e
muitas vezes vacuolizado. Podem ser observados nucleos grandes, com os nucléolos bem
evidentes. Algumas células também apresentam citoplasma amplo, com multiplos
nucleos. Em confluéncia, podia-se observar claramente uma sobreposicdo das células
(Figura 10).
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Figura 10 — Caracterizagdo morfoldgica do cultivo CL-28E

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016.

Legenda: morfologia tipica de células epiteliais, com formato poligonal e citoplasma pequeno.
Os nucleos sdo grandes com nucléolos bem evidentes. (A) distribuicdo em monocamada. Pode-
se observar a formacdo de grupos de células justapostas. Aumento de 50X. (B) aumento de
100X. (C) aumento de 400X. (D) a seta aponta para a presenca de uma célula com o citoplasma
mais amplo do que o normal, apresentando varios nicleos. Aumento de 400X.

- Cultivo CB-5M: Diferente dos dois cultivos anteriores, 0 CB-5M exibiu células com
com formato alongado e fusiforme, tipico de células fibroblastéides/mesenquimais. O
tamanho dos citoplasmas variou entre as células. A razao entre citoplasma e nucleo era
bem aumentada. Os ndcleos exibiam nucléolos evidentes e em algumas células
apresentavam-se multiplos. Quando em confluéncia, podia-se observar a formacao de

grandes emaranhados de células (Figura 11).
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Figura 11 — Caracterizagdo morfoldgica do cultivo CB-5M

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016.

Legenda: morfologia tipica de células mesenquimais, com formato alongado e fusiforme. O
citoplasma se apresentou de tamanho variado entre as células, e sua razdo em relacdo ao nicleo
era bem aumentada. Os nucleos continham nucléolos bem evidentes. (A) distribui¢do das
células em cultivo. Pode-se observar a formagdo de um emaranhado de células. Aumento de
50X. (B) aumento de 100X. (C) aumento de 400X. (D) Presenca de mais de um nucleo em
uma mesma célula. Aumento de 400X.

- Cultivo CL-25M: Assim como CB-5M, o cultivo CL-25M apresentou morfologia
caracteristica de células fibroblastoides/mesenquimais, com seu citoplasma alongado e
fusiforme e com tamanho variado entre as células. O nucleo também apresentou-se
pequeno em relacdo ao citoplasma e apresentava nucléolos bem evidentes. Em alguns
momentos, pode-se observar multiplos ndcleos em uma mesma celula. Quando em

confluéncia, formavam-se grandes emaranhados de células (Figura 12).
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Figura 12 — Caracterizacdo morfologica do cultivo CL-25M

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: células apresentando morfologia mesenquimal, com formato alongado e fusiforme.
Os ndcleos também se apresentaram pequenos em relacdo ao citoplasma, com nucléolos bem
evidentes. Em confluéncia, as células formavam grandes emaranhados de células. (A) aumento
de 50x. (B) aumento de 100X. (C, D) aumento de 400X.

6.1.2 Caracterizacao do citoesqueleto de actina

Ainda afim de caracterizar os cultivos celulares, foi avaliada a disposicdo dos
filamentos de actina, constituintes do citoesqueleto celular, através do teste de faloidina.
De maneira geral, os cultivos celulares apresentavam seus filamentos de actina dispostos
de forma desorganizada, caracteristico de células cancerosas. Além disso, os quatro
cultivos celulares apresentaram células com proje¢des dos filamentos de actina, dos tipos
lamelipodia e filopodia, as quais sdo caracteristicas de células com grande mobilidade e
capacidade de migracdo (MACHESKY, 2008). Nos cultivos celulares CC-20E e CL-28E,
também foi observado a presenca de pontos agregados de fibras na membrana das células.
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Figura 13 — Caracterizacdo morfologica dos filamentos de actina nos cultivos celulares

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: pode-se observar a disposi¢do desorganizada dos filamentos de actina em todos 0s
cultivos, caracteristica tipica de células cancerosas. Além disso, observa-se a presenca de
projecdes dos filamentos de actina, apontadas pelas setas coloridas. As setas brancas apontam
para as projecOes do tipo lamelipodia, estruturas que ultrapassam a membrana das células e se
projetam para fora. Ja as setas verdes correspondem as projecdes do tipo filopodia. Nessas,
pode-se observar pequenas pontas, que se propagam além das projecdes lamelipoides. Por
altimo, as setas amarelas representam pontos agregados de fibras, chamados de invadopodia.
Esses estdo associados com degradacao de matrix extracelular e de proteinas de adeséo. (A,B)
cultivo CC-20E. Aumento de 400X. (C) cultivo CL-28E. Aumento de 400X. (D) cultivo CB-
5M. Aumento de 400X. (E,F) cultivo CL-25M. Aumento de 400X.
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Essas estruturas sdo chamadas de invadopodia, e muitas vezes estdo associados com
degradacdo de matriz extracelular e de proteinas de adesdo em ceélulas invasivas
(ECKERT; YANG, 2011) (Figura 13).

6.1.3 Avaliacdo da expressao génica de fatores de transcricéo associados a transicao

epitelio-mesenquimal

Ap0s caracterizar morfologicamente os quatro cultivos celulares e observar que
dois deles, CC-20E e CL-28E, apresentavam fendtipo epitelial, enquanto CB-5M e CL-
25M exibiam fendtipo mesenquimal, n6s decidimos avaliar, por PCR em tempo real, a
expressao génica dos fatores de transcricdo SLUG, STAT3, ZEB1 e ZEB2, todos eles
associados ao processo de transicdo epitélio-mesenquimal. Pode-se observar que houve
uma grande variacao na expressao desses genes entre os cultivos. Com exce¢do de ZEB2,
todos 0s outros genes avaliados foram mais expressos nos cultivos CB-5M e CL-25M,
caracterizados morfologicamente como mesenquimais, em relacdo aos cultivos CC-20E

e CL-28E, caracterizados morfologicamente como epiteliais (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Expressao génica relativa dos fatores de transcricdo SLUG, STAT3, ZEB1 e ZEB2
nos cultivos celulares

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: os fatores de transcricdo SLUG, STAT3 e ZEB1 apresentaram maiores niveis
significantes de expressdo nos cultivos CB-5M e CL-25M, caracterizados como
mesenquimais. J& o fator de transcricdo ZEB2, apresentou maior expresséo no cultivo CL-28E.
Teste ANOVA de uma via (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001)

6.1.4 Avaliacdo do potencial de invasao dos cultivos celulares

A maior expressdo de fatores de transcricdo associados a transicdo epitélio
mesenquimal é muitas vezes associada com a maior capacidade de invasdo das células.
Sendo assim, foi realizado o ensaio de invasao utilizando insertos transwell preenchidos
com gel ECM, a fim de avaliar se ha correlacdo entre a expressdo dos fatores de
transcricdo e a capacidade de invasdo dos nossos cultivos. Curiosamente, o cultivo CC-
20E que apresentou baixos niveis de expressdo de todos os fatores de transcricao
avaliados, revelou-se com maior potencial de degradacdo do gel ECM e invasdo do

inserto (Figura 14; grafico 3). Sendo assim, ndo houve correlacdo entre os niveis de
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expressao génica dos fatores de transcricdo e a capacidade de invasdo dos cultivos

celulares.

Figura 14 — Capacidade de invasao dos cultivos celulares em insertos transwell

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: as células do cultivo CC-20E (D), apresentaram maior capacidade de degradacdo do
gel ECM e invasdo dos insertos em relag&o aos cultivos CL-28E (A), CB-5M (B) e CL-25M
(C). Imagens capturadas em aumento de 100X.
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Gréfico 3 — Capacidade de invasdo dos cultivos celulares em insertos transwell

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: células do cultivo CC-20E apresentaram maior nimero de células invasivas contadas
por campo em insertos transwell, em relacdo aos outros cultivos celulares. Teste ANOVA de
uma via (**p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001)

6.2 EXPERIMENTO 2: EXPRESSAO EXOGENA DOS FATORES DE
TRANSCRICAO SLUG E ZEB1 NOS CULTIVOS DE CELULAS CC-20E E CL-28E
E A CARACTERIZACAO DE SEUS EFEITOS IN VITRO

Uma vez que as células CC-20E e CL-28E apresentaram fenotipo de células
epiteliais, além dos menores niveis de expressdo génica para os fatores de transcricdo
estudados, nos as selecionamos para serem utilizadas no proximo experimento, no qual
foi objetivado a expressdo exdgena dos fatores de transcricdo SLUG e ZEB1 nessas
células, afim de induzir o processo de transicdo epitélio-mesenquimal e caracterizar seus

possiveis efeitos in vitro.
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6.2.1 Transducao lentiviral e validacdo da expressao exdgena de SLUG e ZEB1

Afim de induzir a expressdo exogena dos fatores de transcricdo SLUG e ZEB1 de
forma estavel, células dos cultivos CC-20E e CL-28E foram infectadas com particulas
lentivirais contendo os plasmideos FUGW-SLUG, FUGW-ZEB1 e FUGW-eGFP, o qual
foi utilizado como controle positivo. Apds 72 horas de infeccdo, as células foram
observadas por microscopia de fluorescéncia, para determinar o sucesso da transducéo
através da visualizacdo de células verdes, ou seja, positivas para GFP. Entretanto, em um
primeiro instante, apenas as células transduzidas com o plasmideo controle FUGW-eGFP,
apresentaram positividade para eGFP por microscopia de fluorescéncia (Figura 15),
provavelmente devido a baixa eficiéncia de transducao dos plasmideos contendo as ORFs
de SLUG e ZEBL1.
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Figura 15 — Detecc¢do das células positivas para eGFP por microscopia de fluorescéncia nos
cultivos epiteliais controle, SLUG e ZEB1

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: apds transducdo, apenas as células transduzidas com o plasmideo controle FUGW-
eGFP apresentaram expressao de eGFP no microscopio de fluorescéncia. (A,B) CC-
20Econtrole e CL-28Econtrole. Aumento de 50X. Nenhuma célula positiva para eGFP foi
detectada nos cultivos transduzidos com os plasmideos FUGW-SLUG e FUGW-ZEBL. (C,D)
CC-20Eslug e CL-28Eslug. Aumento de 50X. (E,F) CC-20Ezebl e CL-28Ezebl.
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Afim de confirmar a expressdo dos fatores de transcricdo SLUG e ZEB1 nos
cultivos, foram realizadas novas analises de expressdo génica por PCR em tempo real. Os
resultados confirmaram a expressdo de SLUG tanto no cultivo CC-20E, quanto no cultivo
CL-28E (Gréfico 4 e tabela 4). Entretanto, ndo houve expressdo de ZEB1 em nenhum dos
cultivos. Sendo assim, apenas as células transduzidas com o plasmideo FUGW-SLUG

foram utilizadas nas proximas etapas do experimento.

Gréfico 4 — Avaliacdo da expressdo génica de SLUG entre os cultivos transduzidos com o
plasmideo controle e os cultivos transduzidos com o plasmideo FUGW-SLUG.

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: comparagéo da expresséo génica de SLUG entre os cultivos controle e SLUG. Como
esperado, os resultados confirmaram a superexpressao do fator de transcricdo SLUG nas
células transduzidas com o plasmideo FUGW-SLUG. Teste T paramétrico de Student (****p
< 0,0001). Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (**p = 0,0079).
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Tabela 3 — Avaliacdo da expressdo génica de SLUG entre as células controle e com
superexpressao de SLUG

ACT (CT
Células CT 18s CTSLUG  SLUG-CT IAACT
18s)
cC- 8,78 + 0,44 0 0 0

20Econtrole
CC-20Eslug 8,50 + 0,36 21,82 +1,30 13,32 +1,43 1,51 +0,25

CL-

9,50 + 0,30 29,77 £ 0,72 20,26 + 0,61 0,92 + 0,25
28Econtrole

CL-28Eslug 9,01+0,18 20,95 + 0,39 1194 +0,47 361,31 +104,91

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: os valores de CT, correspondem ao ciclo de amplificacdo dos genes 18s (enddgeno)
e SLUG (alvo) nas células. Os valores de ACT correspondem aos valores de CT do gene alvo
subtraidos dos valores de CT do gene endogeno. Os valores de 2AACT foram calculados de
acordo com LIVAK & SCHMITTGEN, 2001. Valores em zero, significam que nenhuma
expressao do gene foi detectada. Todos os valores sdo descritos em média e desvio padréo.

6.2.2 Enriquecimento das células positivas para eGFP

Afim de selecionar apenas as células positivas para eGFP, que correspondem as
células com expressédo forcada de SLUG, foram realizados dois ciclos de enriquecimento
por citometria de fluxo. Devido a maior poténcia do laser utilizado pelo citdmetro de
fluxo em relacdo ao microscopio de fluorescéncia, uma pequena populacdo de células
positivas para eGFP foi detectada entre as células CC-20E e CL-28E transduzidas com
FUGW-SLUG e FUGW-ZEBL1. Essas foram entdo submetidas a analise e separacéo,
selecionadas e cultivadas novamente sob as mesmas condigdes. ApGs 0 primeiro
enriquecimento, os cultivos CC-20Eslug e CL-28Eslug apresentaram células positivas
para eGFP, porém em uma intensidade menor em relagéo as células controle CC-20Efugw
e CL-28Efugw (Figura 16). Devido a pequena populacdo de células detectadas no
primeiro enriquecimento, um segundo enriquecimento foi realizado. Nesse, uma
populacdo maior de células positivas para eGFP foi detectada, e essas foram selecionadas

para as proximas etapas do experimento (Figura 16).



77

Figura 16 — Deteccdo das células positivas para eGFP por microscopia de fluorescéncia nos
cultivos CC-20Eslug e CL-28Eslug ap6s enriquecimento por citometria de fluxo

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: detecgédo das células positivas para eGFP por microscopia de fluorescéncia. (A,B)
células do cultivo CC-20Eslug e CL-28Eslug, respectivamente, ap6s 0 primeiro
enriquecimento por citometria de fluxo. Aumento de 100X. (C,D) células do cultivo CC-
20Eslug e CL-28Eslug, respectivamente, apds o segundo ciclo de enriquecimento. Aumento
de 400X e 100X.

6.2.3 Caracterizacdo morfologica das células controle e com superexpressdao de
SLUG

A expressao de SLUG pode induzir ao processo de transicdo epitélio-
mesenguimal, alterando a morfologia das células e modificando o padrdo de expressdo de
filamentos intermediarios como citoqueratina, vimentina e actina. As células epiteliais
controle e SLUG foram, primeiramente, comparadas quanto sua morfologia, por
microscopia optica. Em relacdo aos cultivos CC-20Econtrole e CC-20Eslug, nenhuma

diferenca aparente foi notada (Figura 17).
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Figura 17 — Caracterizacdo morfoldgica dos cultivos CC-20Econtrole e CC-20Eslug

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: caracterizacdo morfoldgica dos cultivos CC-20Econtrole e CC-20Eslug. Nenhuma
diferenca aparente foi observada entre os cultivos. (A,C,E) caracterizacdo morfoldgica do
cultivo CC-20Econtrole. Aumentos de 50X, 100X e 400X, respectivamente. (B,D,F)
Caracterizacdo morfoldgica do cultivo CC-20Eslug. Aumentos de 50X, 100X e 400X,
respectivamente.

Entretanto, em relacdo aos cultivos CL-28Econtrole e CC-28Eslug, algumas
diferengas foram observadas. Quando atingiam cerca de 50% de confluéncia, as células

CC-28Eslug pareciam achatar seu citoesqueleto, diminuindo de tamanho. Além disso,
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pode-se observar a formacdo de col6nias de células, que se assemelham a tubulos

semidiferenciados, estrutura caracteristica de carcinomas mamarios (Figura 18).

Figura 18 — Caracterizagcdo morfoldgica dos cultivos CL-28Econtrole e CL-28Eslug

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: caracterizacdo morfoldgica dos cultivos CL-28Econtrole e CL-28Eslug. Apds a
expressao exogena de SLUG, as células achataram seu citoplasma e se distribuiram de maneira
diferente, formando coldnias muito semelhantes a tdbulos semidiferenciados. (A,C,E)
caracterizacdo morfolégica do cultivo CL-28Econtrole. Aumentos de 50X, 100X e 400X,
respectivamente. (B,D,F) caracterizacdo morfoldgica do cultivo CL-28Eslug. Aumentos de
50X, 100X e 400X, respectivamente.
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O padrédo de expressao de filamentos intermediarios também foi analisado por
imunocitoquimica. As células CC-20Econtrole e CC-20slug ndo apresentaram diferencga
quanto a marcagdo do filamento citoqueratina, sendo que em ambas este filamento foi
expresso de maneira homogénea e com intensidade de marcacdo considerada média.
Entretanto, em relacdo ao filamento vimentina, houve um aumento da intensidade de
marcacdo nas células CC-20Eslug, em relagdo a CC-20Econtrole. A marcacdo pode ser
observada com intensidade média e de forma homogénea nas células, observada

principalmente entre as juncdes intercelulares (Figura 19).

Figura 19 — Marcacdo imunocitoquimica para expressao de citogueratina e vimentina nas
células CC-20Econtrole e CC-20Eslug

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: (A,B) expressdo de citoqueratina nas células CC-20Econtrole e CC-20Eslug,
respectivamente. Néao foi observada diferenga na expresséo desse filamento intermediario entre
as células. (C,D) expressdo de vimentina nas células CC-20Econtrole e CC-20Eslug,
respectivamente. Nota-se 0 aumento da expressdo de vimentina nas células com
superexpressao para SLUG. (A,B,C,D) Aumento de 400x.

Quanto aos cultivos CL-28Econtrole e CL-28Eslug, pode-se observar diferengas
de expressdo do filamento intermediario citoqueratina. Nas células CL-28Econtrole, a

marcacgdo pode ser observada de forma heterogénea, com algumas células apresentando
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marcacdo intensa do filamento, enquanto outras apresentaram marcacao média e fraca. Ja
nas células que apresentavam expressao exdgena de SLUG, a expressao de citoqueratina
foi homogénea entre as células, porém apresentando menor intensidade de marcacéo.
Quanto ao filamento vimentina, tanto as células controle quanto as células com expressédo
exdgena de SLUG, apresentaram marcacdo heterogénea, com algumas células
apresentando intensidade media de marcacéo e outras apresentando intensidade fraca. Os
filamentos de vimentina nessas células foram observados principalmente proximos e ao

redor do nucleo das células (Figura 20).

Figura 20 — Marcagdo imunocitoquimica para expressdo de citoqueratina e vimentina nos
cultivos CL-28Econtrole e CL-28Eslug

Fonte: XAVIER, P. L. P. 2016

Legenda: (A,B) expressdo de citoqueratina nas células CL-28Econtrole e CL-28Eslug
respectivamente. Pode-se notar diminuicdo da expressdo de citoqueratina nas células com
expressao exogena de SLUG. (C,D) expressao de vimentina nas células CL-28Econtrole e CL-
28Eslug. Néo foi observada diferenca de expressao desse filamento entre as células. (A,B,C,D)
Aumento de 400x.
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A disposicdo dos filamentos de actina também foi avaliada nas células com
expressdo exogena de SLUG, em relagdo as células controle, sendo que nenhuma
diferenca foi observada entre as células. Tanto as células controle quanto as células
modificadas apresentaram a mesma disposicdo desorganizada dos filamentos de actina, e
como ja citado anteriormente, foram observadas projecdes dos tipos lamelipodia,

filopodia e invadopodia dos filamentos de actina (Figura 21).

Figura 21 — Caracterizacdo morfoldgica dos filamentos de actina nos cultivos controle e com
expressao exdgena de SLUG

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: disposi¢do desorganizada dos filamentos de actina tanto nas células controle, quanto
nas células com expressdo forcada de SLUG. Observa-se a presenca de projeces dos
filamentos de actina, apontadas pelas setas coloridas. As setas brancas apontam para as
projecdes do tipo lamelipodia. J& as setas verdes correspondem as projecdes do tipo filopodia.
Por ultimo, as setas amarelas representam pontos agregados de fibras, caracteristicos de
invadopodia. (A) cultivo CC-20Econtrole. (B) cultivo CC-20Eslug. (C) cultivo CL-
28Econtrole. (D) cultivo CL-28Eslug. (A,B,C,D) aumento de 400x.
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6.2.4 Tempo de duplicacéo celular

A inducéo do processo de transicao epitelio-mesenquimal pode interferir nas taxas
de replicacdo das células que o sofrem. Portanto, nds avaliamos o tempo de duplicacédo
das células com expressdo exogena de SLUG, em comparacdo as celulas controle. O
tempo de duplicagdo das células CC-20Eslug ndo diferiu de maneira notavel nas células
CC-20Econtrole, apresentando variacdo de aproximadamente 1,3 horas. Da mesma
maneira, 0 tempo de duplicacdo das células CL-28Eslug e CL-28Econtrole foram

préximos, com diferenca, também, de 1,3 horas (Tabela 5).

Tabela 4 — Tempo de duplicacdo das células controle e das células com expressdo exdgena de
SLUG.

Cultivo Celular Tempo de Duplicagéo (h) Variagéo (h)
CC-20Econtrole 16,08
+1,32
CC-20Eslug 17,4
CL-28Econtrole 19,4
-1,3
CL-28Eslug 18,09

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: as contagens foram realizadas em camara de Neubauer, em intervalos regulares de
24 horas, em um total de 96 horas.
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6.2.5 Avaliacdo da expressao génica de fatores de transcricéo associados a EMT e de

genes alvos de SLUG

Afim de descobrir se a expressdo exogena de SLUG poderia alterar a expressdo
de outros fatores de transcri¢do associados a EMT e de genes com regies promotoras
alvo de SLUG, analises da expressao génica de nove genes foram realizadas por PCR em
tempo real. Primeiramente, a analise de expressao génica dos fatores de transcri¢éo
STAT3, ZEB1 e ZEB2 foram realizadas. Ap0s, a expressdo de outros seis genes,
conhecidos por serem alvos de SLUG ou estarem relacionados a EMT, foram realizados.
Sdo eles: CDH1 (E-caderina), CDH2 (N-Caderina), VDR (receptor de vitamina D),
ABCBL1 (gene de resisténcia a multiplas drogas), BRCA2 (reparo de DNA) e HDAC1
(deacetilase de histonas). Em relacao as células CC-20Econtrole e CC-20Eslug, os fatores
de transcricdo ZEB1 e ZEB2 ndo tiveram detectada expressdo génica, assim como ja
demonstrado em experimento anterior. A expressdao do fator de transcricdo STAT3
também ndo apresentou diferenca significante entre CC-20Econtrole e CC-20Eslug
(Grafico 5). Os genes CDH2 e ABCB1 apresentaram auséncia de expressao em ambas as
células, enquanto a expressao dos genes CDH1 e HDACL nao apresentou diferenca
significante. Por fim, nas células CC-20Eslug houve diminuicdo da expressao dos genes
BRCA2 (P = 0.0277) e VDR (P = 0.0009) (Gréfico 5).

Ja em relacdo as células CL-28Econtrole e CL-28Eslug, ndo houve expressao dos
fatores de transcricio STAT3 e ZEB1 em nenhuma das células. Curiosamente, a
expressdo do fator de transcricdo ZEB?2 foi reduzida nas células CL-28Eslug, em relacdo
as células controle (P = 0.0031). N&o houve diferenca significante em relacao a expressdo
dos genes HDACL, VDR, e ABCB1 entre as células. Por fim, nas células CL-28Eslug
foram observados aumento da expressdo dos genes BRCA2 (P = 0.0035), CDH1 (P <
0.0001) e CDH2 (P = 0.0079) (Grafico 6).
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Gréfico 5 — Avaliacao da expressao génica dos genes BRCA2, CDH1, HDACL, STAT3 e VDR
entre as células CC-20Econtrole e CC-20Eslug

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: comparacao da expressdo génica dos genes BRCA2, CDH1, HDAC1, STAT3 e VDR
nas células CC-20Econtrole e CC-20E slug. Nao houve deteccdo na expressdo dos genes
CDH2, ZEB1 e ZEB2 em ambos o0s cultivos, ndo havendo assim, representacdo grafica. Teste

T paramétrico de Student (**p = 0,0010; ***p = 0,0009).
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Gréfico 6 — Avaliacdo da expressao génica dos genes BRCA2, CDH1, CDH2, HDACL, VDR
e ZEB2 entre as células CL-28Econtrole e CL-28Eslug

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: comparacgao da expressao génica dos genes BRCA2, CDH1, CDH2, HDACL1, VDR
e ZEB2 nas células CC-20Econtrole e CC-20E slug. Ndo houve deteccdo na expressao dos
genes STAT3 e ZEB1 em ambos os cultivos, ndo havendo assim, representacao grafica. Teste
T ndo paramétrico de Mann-Whitney (**p = 0,0079). Teste T paramétrico de Student (**p =
0,0012 e 0,0028; ****p < 0,0001).
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6.2.6 Avaliacdo da sensibilidade aos farmacos doxorrubicina e paclitaxel

Para investigar se a superexpressao de SLUG poderia influenciar a sensibilidade
a farmacos quimioterapicos, as células epiteliais controle e as com expresséao forcada de
SLUG foram submetidas a testes de citotoxidade para os quimioterapicos doxorrubicina
e paclitaxel. A sensibilidade das células aos quimioterapicos foi entdo analisada a partir
da concentracdo de inibicdo de 50% da viabilidade das células (ICso), obtida durante os
experimentos. Quanto a sensibilidade a doxorrubicina, foi observado efeito dose-
dependente, entretanto, nenhuma diferenca significante foi observada entre as células CC-
20Econtrole e CC-20Eslug, assim como entre CL-28Econtrole e CL-28Eslug (Tabela 6;
grafico 7). Em contrapartida, além do efeito dose-dependente, foi observado que as
células com expressdo exogena de SLUG apresentaram maior resisténcia ao
quimioterapico paclitaxel, tanto entre as células CC-20Econtrole e CC-20Eslug (P <
0.0001), quanto entre as células CL-28Econtrole e CL-28Eslug (P = 0.0152) (Tabela 6;
grafico 7).

Tabela 5 — Valores de 1Cso apds tratamento das células controle e com expressao exdgena de
SLUG com doxorrubicina e paclitaxel

Cultivo Celular Doxorrubicina - ng/ml Paclitaxel - nM/ml

CC-20Econtrole 80,6 + 35,02 0,51+0,17
CC-20Eslug 91,04 + 15,03 I*gG +0,21

CL-28Econtrole 62,98 £ 1,01 0,04 £ 0,04
CL-28Eslug 68,54 + 12,28 O,*15 +0,06

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: valores de 1Cso dos farmacos doxorrubicina e paclitaxel nas células controle e com
expressao exogena de SLUG. Nao houve diferenca em relacdo ao farmaco doxorrubicina em
ambas as células. Entretanto, as células com superexpressao de SLUG foram mais resistentes a
paclitaxel em ambos os cultivos. Teste T paramétrico de Student (****p < 0,0001). Teste T ndo
paramétrico de Mann-Whitney (*p = 0,0152).
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Grafico 7 — Avaliagdo da citotoxidade dos farmacos doxorrubicina e paclitaxel nas células
controle e com expressdo exdgena de SLUG

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: analise do efeito citotoxico e dose-dependente dos farmacos doxorrubicina e
paclitaxel nas células controle e com expressdo exdgena de SLUG. Cada ponto da curva de
regressao nao-linear corresponde a uma concentracdo diferente dos farmacos, sendo o ponto
inicial o controle e os demais seguindo dilui¢do seriada de (1:2) para doxorrubicina e (1:10)
para paclitaxel. Concentrac&o inicial de doxorrubicina = 2.000ng/ml. Concentragdo inicial de
paclitaxel = 4.000 nM/ml. Teste T paramétrico de Student (****p < 0,0001). Teste T nédo
paramétrico de Mann-Whitney (*p = 0,0152).

6.2.7 Avaliacdo do potencial de invasdo das células controle e com superexpressédo
de SLUG

Considerando que a maior expresséo de fatores de transcricdo como SLUG podem
estar associados com o potencial de invasdo das células cancerosas, foi avaliado a

capacidade de invasdo das células controle e SLUG em insertos transwell preenchidos
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com gel ECM, mimetizador da matriz extracelular. As células CC-20Eslug apresentaram
maior capacidade de degradagdo do gel ECM e invasdo do inserto, em relacdo as células
controle (P = 0.0070) (Figura 22; gréfico 8). Curiosamente, as células CL-28Eslug
apresentaram resultado inverso ao observado nas células CC-20Eslug, apresentando
diminuicdo do seu potencial de invasdo, em relacdo as células CL-28Econtrole (P =
0,0016) (Figura 22; gréfico 8).

Figura 22 — Capacidade de invasdo dos cultivos controle e com expressdo exdgena de SLUG
em insertos transwell

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: as células CC-20Eslug (B) apresentaram maior potencial de invasao do que as células
CC-20Econtrole (A). Entretanto, as células CL-28Eslug (D) apresentaram diminuicdo de seu
potencial de invasao em relacdo as células CL-28Econtrole (C). (A,B,C,D) imagens capturadas
em aumento de 100x.
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Gréfico 8 — Capacidade de invasdo dos cultivos controle e com expressao exdgena de SLUG
em insertos transwell
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Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: as células CC-20Eslug apresentaram maior potencial de invasdo do que as células
CC-20Econtrole. Entretanto, as células CL-28Eslug apresentaram diminuic¢do de seu potencial
de invasdo em relagdo as células CL-28Econtrole. Teste T paramétrico de Student (**p =
0,0070; **p = 0,0016).

6.2.8 Comparacdo do potencial tumorigénico entre as células controle e com

expressao expressao exégena de SLUG

A formacdo de tumoresferas em cultivos de baixa aderéncia € uma caracteristica
tipica de células com alto potencial tumorigénico e de células iniciadoras de tumores.
Afim de avaliar se a expressdo exdgena de SLUG poderia interferir na formacéo de
tumoresferas, células controle e com expressao exdgena de SLUG foram plaqueadas, e a
quantidade e o tamanho das tumoresferas foram avaliados nos dias 7, 14 e 21 de cultivo.
Quanto as células CC-20Econtrole e CC-20Eslug, sé houve diferenca significante na
primeira contagem (dia 7) (P = 0.0279), quando as células com superexpressdo para
SLUG apresentaram maior quantidade de formacéo de tumoresferas por pogo. Em relagéo
aos tamanhos das tumoresferas, s6 foi observada diferenca significante no dia 21 de
cultivo, quando as esferas CC-20Eslug apresentaram-se maiores (P = 0.0038). J& em

relacdo as células CL-28Econtrole e CL-28Eslug, houve diferenga significante na
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formacgdo de tumoresferas em todas as contagens (dias 7, 14 e 21), sendo que as
tumoresferas com expressdo exdgena de SLUG apresentaram-se em maior quantidade (P
< 0.0001; P < 0.0001; P = 0.0010). Por fim, as tumoresferas com expressao exdgena de
SLUG apresentaram-se maiores nos dias 7 (P < 0.0001) e 21 (P < 0.0001) do experimento.
No decorrer do experimento, pode-se observar que houve uma diminui¢cdo do nimero de
tumoresferas em todos os cultivos. Entretanto, em relacdo as células CL-28Econtrole e
CL-28Eslug, as células com expressao exdgena de SLUG, mantiveram um maior nimero
de tumoresferas em todas as contagens. Ao mesmo tempo, as tumoresferas CL-28Eslug
que sobreviveram no decorrer dos vinte e um dias, apresentaram seu tamanho quase duas

vezes maior do que no inicio do experimento.

Grafico 9 — Comparagao do numero e tamanho das tumoresferas formadas nos cultivos controle
e com expressdo exdgena de SLUG
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Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: formagéao de tumoresferas em placas de baixa aderéncia entre os cultivos controle e
com expressao exogena de SLUG. Os resultados mostraram que o cultivo CC-20Eslug
apresentou maior formacao de esferas apenas no sétimo dia de contagem, em relacao as células
CC-20Econtrole. Entretanto, s6 houve diferenca de tamanho das tumoresferas, ap6s vinte e um
dias. J4 em relacéo as células CL-28Econtrole e CI-28Eslug, as células com expressao exdgena
de SLUG apresentaram maior formacao de esferas em todos os dias de contagem, além de se
apresentarem maiores nos dias sete e vinte e um de experimento.
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Figura 23 — Células controle e com expressdo exodgena de SLUG ap6s um dia de cultivo em
placas de baixa aderéncia

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: apds um dia de cultivo em placas de baixa aderéncia as células ainda se mantinham
individualizadas. (A) CC-20Econtrole. (B) CC-20Eslug. (C) CL-28Econtrole. (D) CL-28Eslug.
(A,B,C,D) aumento de 100x.
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Figura 24 — Formacéo de tumoresferas ap6s sete dias de cultivo em placas de baixa aderéncia

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: formagdo de tumoresferas em placas de baixa aderéncia apos sete dias de cultivo.
Células CC-20Eslug (B) apresentaram maior formagdo de tumoresferas do que as células CC-
20Econtrole (A). Entretanto, nenhuma diferenca foi observada quanto ao tamanho das esferas.
Ja em relagdo as células CL-28Econtrole (C) e CL-28Eslug (D), as células com expressdo
exogena de SLUG formaram um numero maior de tumoresferas, além destas apresentarem
tamanho maior nessas células, em relacdo as células controle. Além disso, pode-se observar,
além da formacdo de esferas, formacao de aglomerados de células no cultivo CL-28Econtrole,
estruturas que nao foram observadas nas células com expressao exdgena de SLUG. Esses
aglomerados ndo foram inseridos na contagem de esferas. (A,B,C,D) aumento de 10x.
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Figura 25 — Formacdo de tumoresferas apds quatorze dias de cultivo em placas de baixa
aderéncia

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: formacao de tumoresferas em placas de baixa aderéncia ap6s quatorze dias de cultivo.
Em relacéo as células CC-20Econtrole (A) e CC-20Eslug (B) ndo houve diferenca significante
entre o numero de formagéo de tumoresferas e o tamanho destas. J4 em relagdo as células CL-
28Econtrole (C) e CL-28Eslug (D), as células com expressdo exdgena de SLUG formaram um
nimero maior de tumoresferas, porém ap6s quatorze dias, ndo apresentaram diferenca nos
tamanhos destas. (A, B, C, D) aumento de 10x.
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Figura 26 — Formacdo de tumoresferas apds vinte e um dias em cultivo de baixa aderécia

Fonte: XAVIER, P.L.P. 2016

Legenda: formagdo de tumoresferas em placas de baixa aderéncia apds vinte e um dias de
cultivo. Em relacdo as células CC-20Econtrole (A) e CC-20Eslug (B) ndo houve diferenca
significante entre o nimero de formagdo de tumoresferas, porém as tumoresferas do cultivo
CC-20Eslug se apresentaram maiores. J& em relacdo as células CL-28Econtrole (C) e CL-
28Eslug (D), as células com expressdo exdgena de SLUG formaram um ndmero maior de
tumoresferas, além de apresentaram tamanhos maiores em relacdo as células controle. (A, B,
C, D) aumento de 10x.
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7 DISCUSSAO

7.1 SOBRE A VARIACAO NA EXPRESSAO DE FATORES DE TRANSCRICAO
ASSOCIADOS A EMT EM CELULAS ORIUNDAS DE CARCINOMAS MAMARIOS
CANINOS E SUA CORRELACAO COM O POTENCIAL DE INVASAO

Um dos principais entraves, ndo s6 em relacdo aos tratamentos de neoplasias
mamarias, mas possivelmente para todos os outros tipos de cancer, se baseia na
heterogeneidade tanto intertumoral, quanto intratumoral. A heterogeneidade de células
em um tumor surge durante o desenvolvimento neoplésico e pode ser consequéncia de
uma combinacdo entre a instabilidade gendmica das células e processos epigenéticos
(MCGRANAHAN; SWANTON, 2015), além da selecdo exercida pelo microambiente
tecidual, gerando diferentes populaces que podem ser distintas em uma série de fatores
como morfologia, proliferagdo, resisténcia a terapias, potencial tumorigénico e, inclusive,
hierarquia, no que se diz respeito ao desenvolvimento do tumor (BROOKS; BURNESS;
WICHA, 2015). Um dos processos que pode induzir a heterogeneidade intratumoral das
células, é conhecido como transicédo epitélio-mesenquimal, no qual algumas células com
fendtipo epitelial, podem adquirir caracteristicas tipicas de células mesenquimais
(NEELAKANTAN; DRASIN; FORD, 2015).

Um estudo realizado anteriormente por nosso grupo caracterizou quatro cultivos
de células oriundos de carcinomas mamarios caninos, quanto sua morfologia, tempo de
duplicacdo, expressdao dos filamentos intermediarios citoqueratina, vimentina e alfa-
actina, além de cariétipo (CORDEIRO, 2015). Ao final da caracterizacdo, os resultados
demonstraram que dois cultivos apresentavam fend6tipo epitelial, enquanto os outros dois
cultivos apresentavam células com fen6tipo mesenquimal, corroborando com resultados
de que carcinomas podem apresentar simultaneamente células com fenétipos epiteliais e
mesenquimais (WENDT et al., 2014). No presente estudo, hipotetizou-se entdo que
haveriam diferencas na expressdo de alguns genes associados a transicdo epitélio-
mesenqguimal entre os cultivos padronizados. Como esperado, houve grande varia¢do na
expressdo dos FT SLUG, STAT3, ZEB1 e ZEB2 entre os cultivos, sendo que a expressdo
de SLUG, STAT3 e ZEB1 foram significativamente maiores nas células com fenétipo
mesenqguimal, demonstrando associagdo entre a expressao desses fatores de transcrigéo e
a inducao ou manutencao do fenotipo mesenquimal das células em neoplasias mamarias,
principalmente em humanos (CHAFFER et al., 2013; CHIMGE et al., 2011; CHUNG et
al., 2014; HUGO et al.,, 2013; PHILLIPS; KUPERWASSER, 2014). O fator de
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transcricdo ZEB2 foi a Unica exce¢do observada, sendo mais expresso nas células do
cultivo CL-28E, consideradas epiteliais. Esse resultado, é corroborado pelo estudo
realizado em amostras parafinadas de carcinoma micropapilar invasivo caninas, que
demonstraram, por imunohistoquimica, maior marcacdo nuclear de ZEB2 em células
neoplasicas epiteliais, localizadas principalmente nas regides ‘in situ’ dos tumores
(GAMBA et al., 2014).

Transicao epitélio mesenquimal e a maior expressao de genes associados a esse
processo estdo intimamente relacionados com a maior capacidade de invaséo das células
cancerosas e, consequentemente, com 0s processos metastaticos (BRABLETZ, 2012).
Sendo assim, nds avaliamos a capacidade de invasdo dos quatro cultivos padronizados.
Ao contrario do que é observado na literatura (LAMBERTINI et al., 2012; MCFADDEN,;
HEITZMAN-POWELL, 2015; SARRIO et al., 2008), as células com fendtipo
mesenquimal e com maior expressdo de genes associados a EMT apresentaram menor
capacidade de invasdo do que as células de um dos cultivos epiteliais cultivo CC-20E,
caracterizado como epitelial e com baixos niveis de expressdo dos genes associados a
EMT. Alguns estudos, entretanto, demonstraram que a maior expressdao de STATS3,
encontrado em nossas células mesenquimais, pode contribuir para o aumento da
expressao do inibidor tecidual de metaloproteinases do tipo 1 (TIMP1), impedindo a
expressao dessas enzimas degradadoras de matrix extracelular, diminuindo assim, a
capacidade de invasdo das células (DIEN et al., 2006; LAI et al., 2004), mesmo em
modelos in vitro. Ainda assim, outros estudos tem demonstrado a importancia de STAT3
na ativacdo de metaloproteinases do tipo 2 e consequente capacidade de invasdo das
células cancerosas (XIE et al., 2004). Assim, também caracterizamos o citoesqueleto de
actina destas células. Como pode ser observado, as células CC-20E, caracterizadas como
epiteliais, apresentaram muitos pontos de aglomerados de fibras, conhecidos como
invadopodia, em comparacédo as células mesenquimais. Essas protrusdes ricas em actina
estdio amplamente associadas com degradacdo da matrix extracelular e,
consequentemente, com o potencial de invasdo e metastase das células cancerosas
(JACOB; PREKERIS, 2015; PAZ; PATHAK; YANG, 2014). Esse fator pode ser muito
relevante em relacdo ao maior potencial de invasao das células CC-20E, em comparacao

as células mesenquimais.
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7.2 SOBRE OS EFEITOS DA EXPRESSAO EXOGENA DE SLUG EM CELULAS DE
CARCINOMAS MAMARIOS CANINOS

Recentemente, muito tem-se abordado sobre uma populacdo de celulas
conhecidas como células iniciadoras de tumores (CITs). De acordo com a teoria de
desenvolvimento hierarquico das neoplasias, essa populacdo estaria no topo da hierarquia,
devido ao seu potencial tumorigénico, sua capacidade de auto-renovacéo e de resisténcia
a farmacos antineoplasicos, sendo fundamental para o desenvolvimento e manutencao do
tumor, além das possiveis recidivas tumorais (PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2014).
Uma série de estudos, tem demonstrado que o fenétipo de CIT esta associado ao processo
de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) , que assegura uma série de alteracdes nas
células que o sofrem, tornando-as mais malignas (BRABLETZ, 2012). Esse processo,
pode ser ativado pela expressdo de uma série de fatores de transcricdo como SNAIL,
SLUG, ZEB1, ZEB2 e TWIST (ANSIEAU; COLLIN; HILL, 2014).

No presente estudo, demonstrou-se que a expressao exogena de SLUG pode
induzir células epiteliais, oriundas de carcinomas mamarios caninos, a um fendtipo mais
maligno e que mimetiza as caracteristicas apresentadas pelas CITs. Através do ensaio de
formacdo de esferas em placas de baixa aderéncia, amplamente utilizado para
caracterizacdo de CITs através da avaliacdo do potencial tumorigénico e de auto-
renovacdo (BECK; BLANPAIN, 2013), percebeu-se que a expressdo exdgena de SLUG
promoveu o0 aumento da formacéo e o tamanho das esferas nos cultivos CC-20E e CL-
28E. Durante os vinte e um dias de experimento, os resultados demonstraram que houve
uma diminui¢do no numero de esferas, provavelmente devido a morte ou ao processo de
diferenciacdo das mesmas. Entretanto, pelo menos em um dos cultivos, (CL-28E) as
tumoresferas com expressao exdgena de SLUG, mantiveram-se em maior nimero e
apresentaram quase o dobro do tamanho das esferas iniciais, sugerindo que SLUG é
relevante para a manutencdo das esferas em cultivo in vitro a longo prazo. Resultados
semelhantes foram demonstrados por Guo e colaboradores, nos quais pode-se observar
que a capacidade de formac&o e a manutencdo das tumoresferas in vitro, é dependente do
fator de transcricdo SLUG associado ao fator de transcrigdo SOX9 (GUO et al., 2012). A
expressao de SLUG, associada a expressdo do fator de necrose tumoral, também foi
associado ao fenétipo de CITs, gerando uma populagdo de células CD44*/CD24* com
maior formacéo de esferas (BHAT-NAKSHATRI et al., 2010).
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As ceélulas CC-20Eslug e CL-28Eslug também apresentarem-se mais resistentes
ao quimioterapico paclitaxel. Esse farmaco age em células que se replicam rapidamente
e tem como principio, a ligagdo as proteinas tubulinas dos microttbulos, impedindo que
eles se despolimerizem e realizem a mitose, levando a célula a morte (KHANNA;
ROSENBERG; VAIL, 2015). Aqui, demonstrou-se que SLUG nao interferiu nas taxas
de proliferagdo das células e portanto, a maior resisténcia das células SLUG deveria estar
relacionada a algum fator no mecanismo utilizado por paclitaxel. Um estudo realizado
por Tamura e colaboradores, demonstrou que a expressao exogena de SLUG aumentou a
resisténcia a varios quimioterapicos que continham agentes ligantes a tubulinas, como
vincristina, paclitaxel e vinorelbina, mas ndo para outros quimioterapicos que possuiam
mecanismos diferentes de acdo. Seus resultados também demonstraram que SLUG inibia
a expressdo das tubulinas BIII ¢ BIVa, consideradas essenciais para a acdo dos farmacos
associados a tubulinas. Essa inibicdo é realizada em nivel transcricional, ligando-se
diretamente as regides promotoras dos genes que as transcrevem (TAMURA et al., 2013).
Além desse, outro estudo demonstrou que o silenciamento de SLUG, aumentava a
sensibilidade das células a paclitaxel (CHEN et al., 2013).

Os mecanismos pelos quais SLUG pode induzir a geragdo de células mais
malignas e com fendtipo caracteristicos de CIT, remetem, geralmente, a inducdo do
processo completo de EMT (BHAT-NAKSHATRI et al., 2010; BOLOS et al., 2003;
GUO et al., 2012). Entretanto, algumas evidéncias sugerem que a expressdo de SLUG
esta, principalmente, associada a uma outra vertente do processo de transicdo epitélio-
mesenquimal, conhecida como parcial ou hibrida (JOLLY, 2015; LERQY et al., 2007
SAVAGNER et al.,, 2005; WELCH-REARDON et al., 2014). Assim como nesses
estudos, nossos resultados também sugerem que a maior malignidade e o fenétipo de CIT
adquiridos pelas células neoplasicas caninas, tenham sido consequéncia do processo de
EMT parcial, induzido pela expressdo exdgena de SLUG. As células epiteliais ndo se
reestruturaram morfologicamente para mesenquimais, 0 que seria caracteristico de um
EMT completo. Ao invés, mantiveram seu formato poligonal, apresentando pouco espaco
intracelular e formacgéo de varios grupos de células. A Gnica modificacdo visivel ao
microscopio optico, foi observada no cultivo CL-28Eslug, que se distribuiu de maneira
diferente em relacéo as células controle. Pode-se notar, a origem de grupos mimetizando
tubulos semidiferenciados, 0s quais eram compostos por uma cadeia bem delimitada de

células nas suas extremidades. Esse processo de formacao de tubulos € conhecido como
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tubulogénese, e a expressao de SLUG parece ser fundamental para sua manutencdo em
neoplasias mamarias humanas, principalmente em carcinomas ductal invasivo (COME et
al., 2006). Além disso, outro estudo demonstrou a importancia de SLUG na formacgéo de
tubulos, induzidos por transicdo epitélio-mesenquimal parcial, em células MDCK
(Madin-Darby canine kidney), oriundas de rim canino (LEROY; MOSTOV, 2007).

Os resultados observados referentes a expressao de citoqueratina e vimentina e
nas analises de expressdo génica também sugerem a inducdo do processo de EMT parcial
através da expressao exogena de SLUG. As células CC-20Eslug, mantiveram a expressdo
de citoqueratina, j& observada nas celulas CC-20Econtrole, e a0 mesmo tempo,
aumentaram a expressdo dos filamentos intermediarios vimentina. Ja nas células CL-
28Eslug, observou-se a diminuicdo da expressao dos filamentos de citoqueratina, em
relacdo as células controle, e a manutencdo da expressao dos filamentos de vimentina. Ao
mesmo tempo, pode-se observar que houve um aumento na expressédo do gene codificante
de E-caderina, concomitante a expressdo do gene codificante de N-caderina. Esses
resultados em conjunto, demonstram que houve um equilibrio entre a expressdo de
marcadores epiteliais, como a citoqueratina e a E-caderina, e de marcadores
mesenquimais, como a vimentina e a N-caderina reforcando a importancia de ambos os

marcadores durante o processo de EMT parcial (JOLLY, 2015).

Apesar de SLUG, ZEB1 e ZEB2 apresentarem-se co-expressos em alguns estudos
e estarem fortemente associados a transicéo epitélio-mesenquimal e ao fenétipo de CIT
(GUAITA etal., 2002; LEHMANN et al., 2016; Ql et al., 2012; SHIMODA et al., 2012),
nossos resultados ndo demonstraram a mesma relacdo. Corroborando com nossos dados,
Ye e colaboradores demonstraram em células MDA-MB-231, oriundas de cancer de
mama humano, que a ligagdo de SLUG a regido promotora de ZEB1 é dependente de uma
outra proteina da familia SNAIL, conhecida como SNAI1. A repressdo de SNAIL, mas
ndo de SLUG, resultou na desregulacdo de ZEB1 nessas células, sugerindo que a
expressao de ZEB1 pode ser controlada por SNAIL, mas ndo por SLUG, em células de
neoplasias mamarias (YE et al., 2015). Curiosamente, 0s niveis de expressdo de ZEB2
foram significantemente diminuidos nas células CL-28E apds a expressdo exdgena de
SLUG. A diminuicdo desse FT, que antes apresentava alta expressao nessas células, pode
ser considerada mais uma evidéncia do processo de EMT parcial. Lu e colaboradores
demonstraram que ha uma relacao de “loop” entre a expressao de genes da familia ZEB,

0 microRNA miR-200 e os trés fenotipos envolvidos em EMT, sendo que o fenotipo
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hibrido ou parcial, esta associado com a media expressdo de miR-200 e ZEB, ao invés de
alta expresséo de ZEB (LU et al., 2013).

Desta maneira, nossos resultados sugerem que a maior formacéo de tumoresferas
em cultivos de baixa aderéncia e a maior resisténcia a paclitaxel, caracteristicas de uma
populacdo mais maligna de células, foi consequéncia do processo de EMT parcial,
induzido pela expressao exdgena de SLUG. Esses mesmos resultados sdo observados em
neoplasias humanas, inclusive sugerindo que esse processo parcial estd mais envolvido
com o potencial tumorigénico e de auto-renovacdo das CITs do que o proprio processo
completo de EMT (GROSSE-WILDE et al., 2015; RUSCETT]I, 2015). Por fim, aqui foi
demonstrado que 0s mecanismos responsaveis por uma possivel obtengdo do fenétipo de
CITs, funcionam de maneira semelhante tanto em humanos, quanto em cées. O estudo
dessa populacdo de células utilizando o modelo canino apresenta um grande potencial
futuro, devido ao pretexto das similaridades encontradas entre o desenvolvimento
neoplasico em humanos e cédes. Cabe aos pesquisadores responsaveis, o tracejo de
investimentos e estratégias adequadas e ldgicas para o avanco desses estudos,
favorecendo tanto a oncologia veterinaria, quanto a oncologia humana, em uma

abordagem comparada e translacional.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, € possivel concluir que:

1. Em geral, hd maior expressdo de fatores de transcricdo associados a EMT em
células isoladas oriundas de amostras de carcinomas mamarios caninos que
apresentam fendtipo mesenquimal. Entretanto, somente a expresséo desses genes
ndo esta associado ao potencial de invasao dessas células em modelos in vitro.

2. A expressdo exdgena de SLUG induziu o processo de transicdo epitélio-
mesenquimal parcial nas células oriundas de carcinomas mamarios caninos,
mimetizando parcialmente o fenétipo de CITs demonstrado pelo maior potencial

tumorigénico avaliado pela formacgéo de tumoresferas.
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