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RESUMO

O cancer é considerado o mal do século, segundo a OMS, sendo o de mama o mais
letal entre as mulheres. Diferengas metabdlicas, em comparacao com as células saudaveis,
favorecem o desenvolvimento e a sobrevivéncia das células cancerigenas. Neste contexto,
para o desenvolvimento do tumor, ha um aumento de fatores de crescimento e
consequente angiogénese, que é o formacao vascular a partir de vasos pré-existentes. Dessa
maneira, uma forma de suprimir este crescimento das células malignas é diminuir a
guantidade de nutrientes disponiveis, por meio do bloqueio da angiogénese. Evidéncias
sugerem que a Talidomida possui propriedades antiproliferativas, antiangiogénicas e
redutoras do TNF &. Dessa forma, compreender melhor o comportamento desse fenbmeno
em células cancerigenas sob tratamento pode contribuir para o desenvolvimento de novos
métodos adjuvantes, o que possibilita melhorar a terapia e progndstico de pacientes com
cancer de mama. Para realizacdo do projeto, foram cultivadas células da linhagem
MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario humano) em meio L-15 (Leibovitz Medium)
suplementado com solugao antibidtica e soro fetal bovino. Em seguida, seria realizado o
teste de viabilidade com concentracdes distintas de Talidomida e um grupo controle para
determinagdo da citotoxidade da droga, pelo ensaio padrdo por brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). Posteriormente, cerca de 7x10°
células por poco seriam plaqueadas e apds 24h de incubacdo, metade das amostras
receberiam tratamento com Talidomida, nas concentracdes significativas determinadas apds
a analise de viabilidade celular, enquanto a outra metade formaria o grupo controle. Por fim,
seria realizado a extracdo de RNA e sintese de DNA destas células, para analise da expressao
génica, através do experimento de gPCR em tempo real. Infelizmente ndo foi possivel
realizar a pesquisa devido as limita¢gdes da pandemia do COVID-19.

Palavras-Chave: Cancer de Mama. Talidomida. Angiogénese.
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1. INTRODUCAO

Na proliferagdo celular, mecanismos de gestdo e controle possibilitam que o
processo ocorra de forma sustentavel. Entretanto, falhas em diversos mecanismos podem
ter como consequéncia o cancer. Nesse sentido, o progressivo acimulo de uma massa de
células advindas de um processo replicativo e excessivo ndo compensado pela perda celular

apropriada é caracterizado como cancer (CASCIATO D. A., 2008).

O cancer é considerado o mal do século, de acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e ocasiona gastos mundialmente, cerca de 1,16 bilhdes de ddélares s6 no ano de
2010, enquanto a taxa de mortalidade atribuida a doenca foi de 8,8 milhdes de pessoas no
mundo em 2015. No Brasil, o cancer mais letal entre as mulheres é o de mama e

corresponde a cerca de 29,5% dos casos novos anualmente (INCA, 2018).

Neste contexto, as células se tornam malignas devido a ocorréncia de mutacdes
genéticas que tém como consequéncia o aumento da sobrevivéncia e reproducao celular
(JACQUELINE C. et al, 2017). Existem fatores de risco associados a doenca, entre eles os
genes BRCA1 e BRCA2 que estdo relacionados ao aparecimento do cancer de mama
aumentando em até 80% o risco do seu desenvolvimento (LOPES A. et al, 2013), e as
alteracGes em genes supressores de tumor (eg. TP53, PTEN) que provocam a perda dos seus
fatores protetivos, e assim, aumentam em até 50% as chances de desenvolvimento desse

tipo de cancer (CASCIATO D. A., 2008).

Além disso, para o tumor se desenvolver, é necessario nutrientes e oxigénio, dessa
forma, ha um aumento de fatores de crescimento e consequente angiogénese, que é o
formacdo vascular a partir de vasos pré-existentes. Uma forma de suprimir este crescimento
das células malignas é diminuir a quantidade de nutrientes disponiveis, por meio do

bloqueio da angiogénese (PAPETTI M. et HERMAN |. M., 2002).

O tratamento do cancer de mama exige uma série de analises que leva em
consideracdo o estadiamento da doenca. Cirurgia e quimio/radioterapia sdo os métodos
mais utilizados nos tratamentos dos pacientes, porém, a diversidade trazida por essas
abordagens tem impulsionado as buscas por inovacdes terapéuticas contra o cancer de
mama. Dessa forma, o interesse dos efeitos da Talidomida sobre o desenvolvimento,

tratamento e progressao do cancer de mama tem aumentado de forma consideravel devido



a estudos que demonstraram propriedades antiproliferativas, antiangiogénicas e redutoras
do TNF & (LACOPETTA D. et al. 2017). Porém, embora os resultados com a Talidomida sejam
promissores, algumas questdes ainda precisam ser elucidadas para melhor esclarecer se as
vias influenciadas pelo uso dessa droga sdo favoraveis ou ndo ao uso terapéutico da mesmo,

no tratamento do cancer de mama.

Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo do Fator de
Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) em células de cdncer de mama submetidas ao
tratamento com Talidomida, in vitro. Através do cultivo da linhagem de células de cancer de
mama MDA-MB-231, andlise da viabilidade das células apds o tratamento com Talidomida;
determinagdo dos niveis de VEGF nas células apds o tratamento com Talidomida e
comparacdao da expressao génica relacionada a VEGF em células de cancer de mama e

controle apds o tratamento com Talidomida.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Cancer de Mama

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum em mulheres, responsavel por
cerca de 29% dos canceres diagnosticados por ano (CASCIATO D. A., 2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, os tumores malignos de mama
podem ser classificados em epiteliais ndo invasivos, epiteliais invasivos, mistos epiteliais
mesenquimais e tumores malignos diversos. Os tumores nado invasivos sao classificados
dessa forma por respeitarem a membrana basal epitelial.

Menarca precoce, antes dos 12 anos de idade, primeira gravidez tardia, apds 28 anos
de idade, nulipariedade, menopausa tardia, ganho significativo de peso na vida adulta, uso
estendido de contraceptivos orais, historico familiar, tempo prolongado de terapias com
reposicao hormonal sdo alguns fatores associados ao aumento de risco do desenvolvimento
do cancer de mama (EVANS D. et LALLO F., 2002).

Ha algumas comprovacdes que mulheres com cancer de mama herdado possuem um
progndstico pior que em uma populacdo controle (FOULKES W. et al, 1997). Assim, o fator
hereditdrio é um dos aspectos de risco mais importantes a ser considerado para o
desenvolvimento de cancer de mama. Exceto em casos raros como a sindrome de Cowden,
ndo ha pistas fenotipicas que ajudem a identificar as pessoas que possuem mutacdes
patoldgicas (EVANS D. et LALLO F., 2002).

Evidéncias sugerem que ha varias mutacbes genéticas envolvidas na predisposicdo a
cancer de mama (NAROD S. A. et al, 1995). Entretanto, as mais comuns sao alteracdes nos
genes BRCA-1 e BRCA-2 (EVANS D. et LALLO F., 2002). Individuos com mutac¢des nos genes
BRCA-1 e BRCA-2 possuem o cancer de mama como a neoplasia maligna mais comum e
apresentam, assim, um risco de morte entre 46% a 87% (PETRUCELLI N. et al, 2016).

O gene BRCA-1, localizado no braco longo do cromossomo 17, aparentemente é
responsavel pela supressdao da sinalizacdo a partir do receptor de estrégeno nas células
epiteliais mamadrias. Mais de 500 mutag¢des podem ocorrer nesse gene e sdao herdadas como
um fator autossdOmico dominante, de penetrancia varidvel. As mulheres que apresentam
mutag¢ao em BRCA-1 tém chances de 50% a 85% de desenvolverem o cancer de mama. Os
tumores de mama que possuem esta mutagdo tendem a se apresentar como negativo para o

receptor de estrégeno (ER-) (CASCIATO D. A., 2008).



O gene BRCA-2, localizado no cromossomo 13, assim como o gene BRCA-1, é um
gene supressor de tumor, porém possui uma complexidade maior que o gene BRCA-1. As
alteracdes nesse gene aumentam o risco de desenvolvimento de melanoma, cancer de
mama, de ovdrios e de pancreas e, majoritariamente, ocorre em idades mais avancadas do
gue os que tém mutagcbes no gene BRCA-1. O tumor com esta mutacdo em mulheres com
cancer de mama tende a se apresentar como positivos para o receptor de estrégeno (ER+)
(CASCIATO D. A, 2008).

De acordo com as diretrizes da National Comprehensive Cancer Network, é
aconselhdvel as mulheres com alteracdes nos genes BRCA-1 e BRCA-2 considerarem a
mastectomia bilateral como um tratamento cirdrgico primdrio para o cancer de mama,
devido a sua elevada taxa de cancer de mama ipsilateral e contralateral.

Em relagao a outras formas de tratamento, a imunoterapia baseada em inibidores de
ponto de verificacdo combinada com a quimioterapia é considerada como um campo
promissor para o cancer de mama. O receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2) e CDK4/6 sdo dois alvos bioldgicos mais importantes para o cancer de
mama. Dessa forma, os tratamentos anti-HER2 e inibidores de CDK4/6 aumentam a resposta

objetiva e a sobrevivéncia livre de progressao (HU X. et al, 2017).

2.2 Angiogénese

A angiogénese, formacdo de vasos sanguineos nascentes de vasculatura
preexistente, € um evento fundamental no processo de crescimento celular. No entanto,
este processo fisioldgico pode ser dominado por células tumorais, mediando metdstases a
distancia ou disseminacdo (BERGERS G. et BENJAMIN L. E., 2003).

Desde o estagio inicial da tumorigénese, as células tumorais produzem um grande
numero de fatores pré-angiogénicos, como o VEGF (Fator de Crescimento Endotelial
Vascular), para formar uma rede nascente de vasos que subsequentemente penetra
profundamente no tumor (CARMELIET P., 2011).

O VEGF é uma glicoproteina homodimérica, e existem ao menos 4 isoformas
principais da glicoproteina. A expressao do seu gene é regulada de diversas formas, como
fatores de crescimento (exemplos: fator de crescimento de fibroblastos, fator de necrose

tumoral (TNF), interleucina-1) e hipoxia. Ele atua a partir de efeitos diretos em células
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endoteliais, produz sinais anti-apoptdticos, aumenta a permeabilidade vascular, induz a
guimiotaxia, colagenases e ativadores de plasminogénio (CARMELIET P., 2005).

Sem um suprimento vascular adequado, os tumores sdélidos se encontram
estagnados e podem crescer apenas 1 ou 2 mm (CARMELIET P., 2005). A neovascularizagao
induzida pelas células tumorais é importante para o crescimento do tumor, pois possibilita o
transporte de oxigénio e nutrientes para o local, apoiando o crescimento e a progressao
tumoral (EBOS J. M. L. et KERBEL R. S., 2011) (FOLKMAN J., 1971). No entanto, esses vasos
sdo imaturos, tortuosos, irregulares e promovem uma vascularizacdo heterogénea, criando
um ambiente hostil, com hipdxia, poucos nutrientes, pH baixo, promovendo uma
malignidade ainda maior das células e uma maior capacidade de adaptacdao em diversos
ambientes (CARMELIET P., 2011).

Além disso, a capacidade destas células neoplasicas de liberar fatores angiogénicos
contribui para a formacdo de metastases através da ativacdo de plasminogénio e
colagenases que colaboram para a degradacdo da membrana basal endotelial (PINHO M. S.

L., 2005).

2.3 Uso de Talidomida no tratamento de cancer

Talidomida é um farmaco que comecou a ser sintetizado em 1950 na Alemanha, a
partir do acido glutamico, descoberta como um antiemetico efetivo, inicialmente foi
utilizada para controle de sintomas como nauseas e vomitos em gestantes. Entretanto, em
1961, o medicamento foi validado como a causa de malformag¢des em recém-nascidos.
Consequentemente, nessa década, a Talidomida foi retirada do mercado em varios paises
(VARGESSON N., 2015).

Apbs outras avaliagOes, a Talidomida foi reconhecida como opg¢do de tratamento
para outras enfermidades, como a hanseniase, devido aos seus efeitos imunomodulatdrios
(WANG X. et al, 2016). Atualmente, este farmaco ¢é conhecido pelas funcdes
anti-inflamatdrias, imunossupressoras e antiangiogénicas; a ultima relacionada a suporte de
oxigénio e nutrientes (BORGES L. G. et FROEHLICH P. E., 2003). Ha relatos da inibicdo da
transicdo epitelial-mesenquimal, relacionada a carcinogénese, invasdo e recorréncia do
cancer (LACOPETTA D. et al, 2017).

Atualmente, no caso do mieloma multiplo recidivo, alguns tratamentos sdo

realizados com a Talidomida, no qual foi demonstrado uma melhora da doenca, mas ainda
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sim com o curso fatal (BORGES L. G. et FROEHLICH P. E., 2003). O cancer de mama também
foi analisado e a biossintese e expressdao do VEGF demonstram-se diminuidos na presenca

do derivado do 4cido glutamico (LACOPETTA D. et al, 2017).

2.4. Relagao entre Talidomida e angiogénese

A Talidomida apresenta-se como um farmaco com capacidades imunomoduladora,
anti-inflamatéria e anti-angiogénica. Em relacdo ao seu efeito anti-angiogénico, atua
diminuindo a produc¢do do TNF- &, IL-6 e IL-12, substancias ligadas ao crescimento celular e a
angiogénese (SLEIJFER S. et al, 2004).

Além disso, a evidéncia das propriedades anti-angiogénicas da Talidomida coincidiu
com a importancia emergente da antiangiogénese no papel do crescimento e progressao do
tumor. Demonstrou-se que a Talidomida inibe a angiogénese induzida por RFGF em um
ensaio de microbolsa de cérnea de coelho e o VEGF em um modelo em ratos de
vascularizagdo da cérnea. (D'AMATO R. J. et al, 1994).

Em camundongos nude com hepatocarcinoma fazendo uso de Talidomida houve uma
diminuicdo do VEGF e da densidade microvascular, no entanto, nenhuma mudanca foi
observada no tamanho do tumor e em suas metdastases (ZHONG-LIN Z. et al, 2005).

A diminuicdo da formacdo de vasos esta relacionado a inibicdo da secre¢do do VEGF,
que pode atuar de diversas formas de acordo com os diferentes tipos de células e receptores

(LACOPETTAD. et al., 2017).
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3. METODO
Este trabalho seria realizado em parceria com o laboratdrio de microscopia localizado
no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia, sob supervisdo da professora

Dra. SOnia Nair Bao.

3.1 Cultivo e Manutengao das Células

As células da linhagem MDA-MB 231 (adenocarcinoma mamario humano) foram
cedidas pelo Laboratério de Morfologia da Universidade de Brasilia. Foram cultivadas em
meio L-15 (Leibovitz Medium) suplementado com 1% de solugdo antibidtica (25 pg/ml de
gentamicina) e 10% de SFB (Soro Fetal Bovino). As células foram mantidas em incubadora

Uumida a 37°C com 5% de CO,,.

3.2 Analise da Viabilidade Celular

Cerca 7 x 103 células MDA-MB 231 seriam semeadas, em triplicata, para o tratamento
com Talidomida; enquanto outra triplicata com o mesmo numero de células seriam
cultivadas para o controle do experimento. A placa contendo as células seria incubada a
37°C, overnight. Apds a adesao celular, adicionaria ao meio Talidomida nas concentragdes de
50mM enquanto as células controle em meio sem Talidomida. A citotoxidade da Talidomida
nas células MDA-MB-231 seria determinada pelo ensaio padrdo por brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), cuja a concentracdo segue as

recomendacdes do fabricante.

Ap0ds o periodo de tratamento (24h e 72h), seriam adicionados 150 uL da solucdo de
MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) em cada poco da placa que contém as células
(tratamento e controle), seguido de incubacdo por 4 h, no escuro e a 37°C. Posteriormente,
a solucao de MTT seria retirada, sendo adicionado 200 puL de DMSO a cada um dos pogos
para a diluicdo dos cristais (formados pela metabolizacgdo do MTT nas mitocondrias das

células viaveis).

Em seguida, as placas seriam lidas a 595 nm no espectofotémetro Spectramax M5
(Molecular Devices — USA). A porcentagem de inibicdo do crescimento celular seria

determinada através da comparacdo da densidade celular das células tratadas com as
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células controle, sendo essa comparacdo determinada pela férmula: porcentagem de

inibicdo = (1 — densidade da célula do grupo tratado)/densidade da célula do grupo controle.
3.3 Extracdao de RNA e Sintese de cDNA

Cerca de 7x10° células por pogo seriam plaqueadas para analise da expressdo génica.
Apds 24h de incubacdo, metade das amostras receberiam tratamento com Talidomida, nas
concentragdes significativas determinadas apds a analise de viabilidade celular, enquanto a

outra metade formaria o grupo controle.

Apds o tempo de exposicao determinado pelo ensaio de viabilidade, as células seriam
submetidas a extracdo de RNA utilizando o kit Power SYBR® Green Cells-to-C,™ (Thermo

Fisher Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante.

O RNA total extraido seria quantificado por fluorimetria (Qubit, Invitrogen®) e as
concentracOes seriam igualadas entre tratamento e controle. A fim de retirar tracos
remanescentes de DNA gendmico ainda presentes apds a extracdo de RNA total, realizaria o
tratamento de 1 mg de RNA com DNAse | (Roche®) a 37°C por 30 min. Ao final, a DNAse

seria desnaturada a 65°C por 10 min.

Os cDNAs seriam sintetizados utilizando o kit SuperScript Ill First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen®), de acordo com o manual do fabricante. Na reacdo de sintese dos
cDNAs seria utilizada uma aliquota que corresponda a 1 mg de RNA a qual seria adicionado
2 plL de iniciadores [hexamEROs e oligo (dT),,] e 1 uL de tampdo de anelamento, sendo a
reacdao incubada a 65°C por 5 min seguida de resfriamento em gelo por 1 min.
Posteriormente, seria adicionados a reagdo 10 pL de tampado de reagdo (2X) e 2 plL da
SuperScript 11l e a sintese do cDNA ocorrera a 50°C por 50 min, sendo terminada a 85°C por 5

min. Apds sua sintese, o cDNA seria armazenado a -20°C.

3.4 Desenho de Iniciadores

A fim de analisar a influéncia sobre angiogénese, seria desenhados iniciadores para o
gene Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), assim como para gene do controle
endogeno, para utilizacdo na técnica de gPCR em tempo real. A sequéncia de nucleotideos
para desenho desses iniciadores, bem como dos genes que seriam utilizados como padrao,
estdo disponiveis no banco de dados GenBank. O iniciadores seriam desenhado através da

ferramenta disponivel na plataforma Primer3 Plus.
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3.5 Andlise da Expressao Génica

A gPCR em Tempo Real seria realizada em triplicata para cada um dos tratamentos.
Como controle enddgeno utilizaria a Tubulina e Miosina, o que possibilitaria normalizar a
expressao dos genes-alvo e corrigir possiveis variagdes entre as réplicas. A comparacdo do
perfil de expressdao do gene relacionado a VEGF seria realizada através da quantificacao
relativa pelo método 2" (LIVAK, K. J. et SCHMITTEGEN, T. D., 2001)

A gPCR em Tempo Real seria realizada em reagdes de 12 uL contendo 6 uL do
Maxima™ SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas®), 1 uL de cada par de iniciadores
(direto e reverso) a concentracdo de 0,1 uM, 2 pL de cDNA e 2 uL de dgua no equipamento
Applied Biosystems® 7500 Fast Real-Time PCR System utilizando o SYBR® Green como
indicador de fluorescéncia.

As reacoes seriam montadas em placas de 96 pocos de 0,1 mL (Applied Biosystem®) e
centrifugadas por 1 min a 4000 rpm a fim de evitar possiveis diferengas no volume final das
reacoes. Os parametros do ciclo de amplificacdo seriam: desnaturagao inicial a 95°C por 2
min, seguida por 50 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 50s e anelamento/extensdo a 60°C

por 48s.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira fase de cultivo e manutencdo das células foi realizado no segundo
semestre de 2019, no entanto, por se tratar de uma droga importada, houve um atraso no
tramite para a obtencdo da Talidomida; infelizmente, o inicio da pandemia impossibilitou a
continuidade do projeto, uma vez que o mesmo é de carater pratico presencial, e tais

atividades foram suspensas devido ao isolamento social exigido no combate a COVID-19.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Ha indicios de que o uso da Talidomida pode colaborar para um melhor progndstico
de pacientes com cancer de mama devido ao seu efeito antiangiogénico. Infelizmente nao
foi possivel chegar a um resultado satisfatdrio em relagao a pesquisa devido a pandemia do
COVID-19 que gerou uma limitacdo de tempo e recursos disponiveis, a perspectiva é tentar

retomar o projeto para busca de resultados.
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