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O céancer de mama & o mais prevalente entre as mulheres no mundo e no Brasil.
Ainda é um desafio a busca por estratégias terapéuticas que atuem no controle
tumoral e metastase. Nesse contexto, o desenvolvimento de modelos in vitro que
mimetizem tumores in vivo, pode ajudar nessa busca. Os sistemas tridimensionais
(3D) do tipo esferoide mimetizam mais fidedignamente as caracteristicas
moleculares, morfoldgicas e funcionais de tumores in vivo do que as tradicionais
culturas em monocamada (2D). Com base na experiéncia do nosso grupo com
esferoides de multiplos tipos celulares, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um
modelo de esferoide tumoral mamario para investigar in vitro o potencial metastatico
e de resposta terapéutica das células tumorais. Os esferoides tumorais mamarios
(ETM) produzidos a partir da linhagem celular MCF-7 mimetizaram caracteristicas
dos tumores avasculares, como centro necrético e células proliferativas na periferia.
Além disso, os ETM exibiram proteinas de juncdo aderente e foram capazes de
produzir sua prépria matriz extracelular. Também demonstramos que o modelo de
esferoide suporta o cultivo em 3D de células isoladas a partir de tumores mamarios
de camundongos, produzidos a partir das linhagens 4T1 e 67NR. Através de ensaio
de migracao celular, demonstramos pela primeira vez que este modelo reproduz o
processo de transicdo epitelial-mesenquimal (TEM), caracteristico como uma das
etapas da formacao de metastase, verificado pela perda da proteina E-caderina e
aumento da expressao de vimentina, a medida que as células se distanciam do
“tumor” in vitro. Observamos ainda a migragcdo coletiva de células, outra
caracteristica do processo metastatico. Validamos ainda, o modelo para estudos de
resposta terapéutica in vitro, utilizando a doxorrubicina (dox) e observamos que foi
possivel avaliar parametros distintos de citotoxicidade. A dox induziu morte celular,
reduziu o didmetro dos esferoides e inibiu a metastase in vitro, sugerindo uma nova
aplicacido para essa droga no tratamento anti-cancer. Também avaliamos pela
primeira vez em cultura 3D, o efeito antitumoral da B-lapachona (B-lap), um
composto natural que foi capaz de induzir morte celular e inibir a metastase in vitro,
reduzindo a migracéo coletiva e inibindo o processo de TEM. Nossos resultados
demonstram que o cultivo 3D reproduziu caracteristicas de tumores mamarios
observadas in vivo, incluindo o processo metastatico, sendo sensivel ao tratamento
com dox e B-lap, sugerindo que os esferoides tumorais mamarios podem ser
considerados uma ferramenta poderosa para o estudo de novas abordagens
terapéuticas in vitro contra o cancer de mama.
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Breast cancer is the most prevalent among women in the world and in Brazil. The
search for therapeutic strategies that act on tumor control and metastasis is still a
challenge. In this context, the development of in vitro models that mimic tumors in
vivo may help in this search. Three-dimensional (3D) spheroid-type systems more
accurately mimic the molecular, morphological and functional characteristics of
tumors in vivo than traditional monolayer (2D) cultures. Based on our group's
experience with multiple cell type spheroids, the aim of this study was to establish a
mammary tumor spheroid model to investigate in vitro the metastatic potential and
therapeutic response of tumor cells. Mammary tumor spheroids (MTS) produced from
the MCF-7 cell line mimicked avascular tumor characteristics, such as necrotic center
and peripheral proliferative cells. In addition, MTS exhibited adherent junction
proteins and were able to produce their own extracellular matrix. We also
demonstrate that the spheroid model supports the 3D culturing of cells isolated from
mouse mammary tumors produced from 4T1 and 67NR cell lines. Through the cell
migration assay, we demonstrated for the first time that this model reproduces the
epithelial-mesenchymal transition process (EMT), characteristic as one of the steps
of metastasis formation and verified by the loss of E-cadherin protein and increased
vimentin expression, as cells move away from “tumor” in vitro. We also observed
collective cell migration, another feature of the metastatic process, and validated the
model for in vitro therapeutic response studies using doxorubicin (dox). We observed
that it was possible to evaluate distinct cytotoxicity parameters. Dox induced cell
death, reduced spheroid diameter and inhibited metastasis in vitro, suggesting a new
application for this drug in anti-cancer treatment. We also evaluated for the first time
in 3D culture, the antitumor effect of B-lapachona (B-lap), a natural compound that
was able to induce cell death and inhibit metastasis in vitro, reducing collective
migration and inhibiting the EMT process. Our results demonstrate that 3D cultivation
reproduced characteristics of breast tumors observed in vivo, including the metastatic
process sensitive to dox and [B-lap treatment, suggesting that mammary tumor
spheroids may be considered a powerful in vitro tool for the study of new therapeutic
approaches against breast cancer.



LISTA DE FIGURAS

INTRODUGAO

Figura 1.1- Incidéncia dos tipos de cancer mais prevalentes estimados para o
ano de 2018, exceto cancer de pele nao melanoma...........cccccereeeeeeeeeeeneccssssseeeeens 1

Figura 1.2 - Taxa de mortalidade das localizagdes primarias mais frequentes,

no Brasil, em mulheres, N0 ano de 2017 ..........ccoiieiiiirimiiree e e renas 2
Figura 1.3 - Origem dos tipos de cancer de mama mais prevalentes................... 3
Figura 1.4 - Subtipos moleculares do cancer de mama........cccccceceeeeeeviiieierrneeeeennns 4
Figura 1.5 - Sinais e sintomas do cancer de mama..........cccceeemmeccccccccesseeeeeeeeeeenns 6

Figura 1.6 - Cascata de invasdao-metastase e diferentes tipos de migragao...... 15

Figura 1.7 - Tipos de CUltivo 3D ... rr e e e e s s e er e 19

RESULTADOS

Figura 4.1 - Estabelecimento de esferoides com a linhagem celular MCF-7 .....38
Figura 4.2 - Os esferoides tumorais mamarios mimetizam as caracteristicas
dOS tUMOres avasCUIAres .........ccccceiiiiiiiisiininnsiinnir s s s s ssss s ss s s s s snnssssssssssssns 39
Figura 4.3 - Os esferoides tumorais mamarios expressam marcador epitelial e
produzem sua prépria matriz extracelular.............cccciiiiiiiiiii 40
Figura 4.4 - Producao de esferoides a partir de tumores mamarios murinos. ..42

Figura 4.5 - Ensaio de migracdo com esferoides reproduz caracteristicas da

MELASLASE [N VIVO e 44
Figura 4.6 - Doxorrubicina reduz o tamanho do esferoide ........ccccccceeiviiiirrrrnnnnns 47
Figura 4.7 - Doxorrubicina induz citotoxicidade nos esferoides ..............cceeeuuee 48
Figura 4.8 - Doxorrubicina inibe a migragao celular .........ccceeiiiieeccciiisececeenns 50
Figura 4.9 - Doxorrubicina inibe o processo de TEM...........cccccvvmmmmmmmmmnnncnnneennnn. 51
Figura 4.10 - B-lapachona reduz o tamanho do esferoide ............cccccniiiinrrrennnn. 53
Figura 4.11 - B-lapachona induz citotoxicidade nos esferoides.........cccccccerrevnnn. 54
Figura 4.12 - B-lapachona inibe a migragao celular............cccooovimmmnerrmnninennneennn. 56
Figura 4.13 - B-lapachona inibe @ TEM..........ccouuiiiiiiiiirree e 57



LISTA DE TABELAS

MATERIAIS E METODOS

Tabela 3.1: Anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescén

Tabela 3.2: Anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting

Xi

cia...... 33



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

2D Bidimensional

3D Tridimensional

7-AAD 7-aminoactinomicina D

°C Grau Celsius

ADH-1 Alcool desidrogenase-1

Akt Proteina quinase B

B-lap B-lapachona

BCA Acido bicinconinico

BRCA1 Do inglés, breast cancer 1

BRCA2 Do inglés, breast cancer 2

BSA Albumina de soro bovino

BSS-CMF Solugéo salina balanceada sem célcio e magnésio
CAT Transi¢éo coletiva-ameboide

CD11b Do inglés, cluster of differentiation molecule 11b
CD163 Do inglés, cluster of Differentiation 163
CO, Dioxido de carbono

CXCL12 Ligante de quimiocina 12

CXCR4 Receptor de quimiocina tipo 4

DAPI 1-4-Diazabiciclo[2.2.2]octano

DISC Complexo de sinalizagao indutor de morte
DMEM Meio Eagle modificado por Dulbecco
DNA Acido desoxirribonucleico

dox Doxorrubicina

E-cad E-caderina

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EGF Fator de crescimento epidermal

ERK Quinase regulada por sinal extracelular
FGF Fator de crescimento de fibroblasto

FN Fibronectina

GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
g Aceleracio da gravidade

h Hora

Xii



uM
MAPK
MAT
MCF-7
MEC
ETM
MDA-MB-231
MDR-1
MET
Mg
min
mL
MLC
mM
mm?®
MMPs
MMT
mTOR
NaCl
N-cad
nm
NQO1
OMS
PAGE

receptor de fator de crescimento epidermal tipo 2
Instituto Nacional do Céancer
Imunoglobulina G

lodeto de propideo

Quilodalton

Quilohertz

Litro

Laminina

Micrograma

Micréometro

Micromolar

Proteinas quinases ativadas por mitdgenos
Transicdo mesenquimal-amebadide

Do inglés, Michigan Cancer Foundation-7
Matriz extracelular

Esferoides tumorais mamarios

M.D. Anderson Metastasis Breast cancer
Resisténcia multipla a drogas

Transigdo mesenquimal-epitelial
Miligrama

Minutos

Mililitro

Cadeia leve de miosina

Milimolar

Milimetro cubico

Metaloproteinases de matriz extracelular
Do inglés, mouse mammary tumor

Alvo da rapamicina em mamiferos
Cloreto de sédio

N-caderina

Nandmetro

NAD(P)H Desidrogenase (Quinona1)
Esferoides multicelulares organotipicos

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Xiii



PBS Tampao fosfato-salino

PD-L1 Ligante de morte programada 1

PDX Xenoenxertos derivados de paciente
PDMS Polidimetilsiloxano

pH Potencial hidrogenidnico

PI3K Fosfatidilinositol 3-quinase

PFA Paraformaldeido

Ras Virus do sarcoma de rato

RE Receptor de estrogénio

RhoA Membro A da familia homadlogo Ras

RP Receptor de progesterona

RPMI 1640  Roswell Park Memorial Institute1640
RIPA Ensaio de radioimunoprecipitagao

ROS Espécies reativas de oxigénio

SDS Dodecil sulfado de sédio

SFB Soro fetal bovino

Sus Sistema Unico de Saude

TBS Tampao Tris-salino

TBST Tampao Tris-salino com Tween 20

TDTS Esferoides tumorais derivados de tecido
TEM Transicao epitelial-mesenquimal

TEMED N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina

TIMPs Inibidores teciduais das metaloproteinases
TGF-B Fator de crescimento transformante beta
TNF Fator de necrose tumoral

Tris — HCI Tris-hidroxi-metil-amino-metano cloridrato
TrKB Receptor de tirosina quinase neurotrofica B
Twist Proteina relacionada a Twist

uiCC Unido Internacional Contra o Cancer
VEGF Fator de crescimento de endotélio vascular
VIM Vimentina

w Watt

WB Western Blotting

Z0-1 Zona ocludente 1

Xiv



iNDICE

RESUMO VIl
ABSTRACT IX
LISTA DE FIGURAS X
LISTA DE TABELAS Xl
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS Xl
1 INTRODUGAO 1
I O 0 14 o= e L= 0 F- T o - 1

1.1.1 EpIidemiolOgia .......cooviiiiiiiiii e 1
1.1.2 Classificagdo do cancer de Mama.........cccceeeeeeeiiiieeeiiiiiiiiine e 3
1.1.3 Sinais € SINtOMAS......cccoiiiii i e 5
1.1.4 Tratamento. ... 6

S DOXOITUDICING. ... 8

@ B-lapachon@..........ccoiiic s 8

1.2 Metastase. ...t 9

1.2.1 Da origem ao estabelecimento do processo metastatico............ .. 9
1.2.2 Transicao epitélial-mesenquimal e outros tipos de migracéo........ 12
1.2.3 A metastase como alvo teraputiCo...........ceeevvvvviiireiiiieiiiiiiiiiinnnnns 15

1.3 Sistema de cultivo celular tridimensional..................cccnrrreeneeee. 17

1.3.1 TipoS de CUIVO 3D ....uuiieeiiiieeeeeeee e 18
1.3.1.1 Esferoides tumorais...........ccooviiiiiiii 20

1.3.2 Contribuicées do modelo de esferoide para o entendimento do

(or= [ pler= le [ 1 o F= 10 1= T 23

1.3.3 Outras apliCagOes........cccceeeeiiiiieieeecee e 26

XV



OBJETIVOS 28

2.1 ODJEtiVO Geral.....cccooiiiiiiieeee e 28
2.2 ODbjetivos ESPECIfiCOS........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 28
MATERIAIS E METODOS 29
3.1 Linhagem celular e tumores provenientes de camundongo............. 29
3.2 Cultura primaria de células tumorais mamarias murinas .................. 29

3.3 Propagacao das células em monocamada (2D) e cultura
tridimensional (3D).........uuiiiiiieeeee e 30

3.4 Tratamento, analise do tamanho do esferoide e ensaio de

MIGraGa0 CEIUIAT. ........ueiiiiiiii e 30
3.5 Analise do centro NECrOtiCO. ..........oviiieiiiiii e 31
3.6 Anadlise de morte Celular ... 31
3.7 Andlise de viabilidade celular.............ccccccciiiiiiiiiiie 32
3.8 Microscopia confocal e de fluorescéncia ...........ccccooeveeiiiiiiiiiinennn, 32
3.9 WeStern BIOttNG. ..o 34
3.10 Analises estatistiCas .............eeeeiiiiiiiiiiiiiii 35
RESULTADOS 36
4.1 Estabelecimento do modelo 3D do tipo esferoide
.................................................................................................................. 36

4.2 Producdao de esferoides a partir de tumores mamarios
IMIUIINOS ..ttt ettt e et ettt e e e e e e e s e et e e e e e e ae e e e eannnnee s 41
4.3 Caracterizagado do ensaio de migragédo para avaliagado do potencial
MEtaStatiCo iN VIErO ... 43
44 Validacdo do modelo de ETM para teste de resposta
LES = o =10 (o= SRS 45

4.4 1 Doxorrubicina induz citotoxicidade nos ETM ........ccooooviiiiiiiniennn. 45

XVi



4.4.2 Doxorrubicina inibe potencial metastatico in

(o TSR 49
4.4.3 B-lapachona induz citotoxicidade nos ETM .............cccceiiiiiinnnnen. 52
4.4.3 pB-lapachona inibe potencial metastatico in vitro ......................... 55
DISCUSSAO 58
CONCLUSOES 69
FRUTOS DO PROJETO 70
PERSPECTIVAS 71
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 72

XVii



1. INTRODUGAO

1.1 Cancer de mama

Nesse tdpico inicial dissertaremos sobre os aspectos epidemioldgicos da
doenga, classificagdo dos tumores de mama, principais sintomatologias e tipos de
tratamento, finalizando discorrendo um pouco mais sobre dois agentes anticancer

que foram utilizados nesse estudo.

1.1.1 Epidemiologia

O cancer de mama é o tipo de cancer mais prevalente entre as mulheres no
mundo todo, afetando cerca de 2,1 milhdes de mulheres a cada ano, segundo dados
da Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2019). No Brasil, excluindo os casos de
cancer de pele nao melanoma, também é o mais comum entre as mulheres. A Unica
regiao do pais em que o cancer de mama nao é o mais prevalente, é a regiao Norte,
onde o cancer de colo de utero é o tipo mais frequente. De acordo com as
estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA), para o biénio 2018-2019, foram
estimados 59.700 novos casos para cada ano (Figura 1.1). Nos homens a incidéncia
é de apenas 1% (INCA, 2018).

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 99.700 29.5%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Cofon e Reto T8.960 oA
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8.1%

Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio e Pulmao 12530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%

Esdtago 8.240 3.8% Estémago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.130 3.0%

Leucemias 5.940 2.8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 21% Leucemias 4.860 2.4%

*Niimeros arredondades para miltiplos de 10

Figura 1.1: Incidéncia dos tipos de cancer mais prevalentes estimados para o ano de 2018,
exceto cancer de pele nao melanoma. Fonte: INCA, 2018.

Em relagéo as taxas de mortalidade, para o ano de 2017 foi estimado um total
de 16.927 obitos, compreendendo 16.724 mulheres e 203 homens, segundo dados

do Sistema de Informacao sobre Mortalidade, do Ministério da Saude e do INCA,



sendo o cancer de mama a principal causa de morte por cancer entre as mulheres
(Figura 1.2) (SIM/MS & INCA, 2017).

Vale ressaltar que a incidéncia e mortalidade aumentam com a idade,
crescendo progressivamente a partir dos 40 anos, sendo um dos maiores fatores de
risco. De modo importante, o cancer de mama também pode apresentar componente
hereditario, por exemplo, entre 10% a 15% dos casos, ocorre mutagdo nos genes
BRCA1 ou BRCAZ2 (FERNANDES et al., 2016).

Localizag&o Priméria Obitos o
Mama 16.724 16,1
Traqueia, Bronquios e Pulmdes 11.792 11,4
Colon e Reto 9.660 9.3
Colo do Gtero 6.385 6.2
Pancreas 5.438 52
Estémago 5.107 4,9
Localizagao primaria desconhecida 4.714 4.6
Figado e Vias biliares intra-hepaticas 4.292 4.1
Sistema Nervoso Central 4.401 4.1
Ovario 3.879 3.7
Todas neoplasias 103,583 100,0

Figura 1.2: Taxa de mortalidade das localizagbes primarias mais frequentes, no Brasil, em
mulheres, no ano de 2017. Fonte: SIM, 2017.

Nos paises desenvolvidos, além do diagndstico precoce, tem sido
demonstrado que, com o surgimento das inovagdes terapéuticas, como a terapia
alvo anti-HER2 (veremos mais adiante), as taxas de sobrevida e tempo livre de
doenca das pacientes com cancer de mama metastatico tem melhorado,
aumentando para 2,5 anos a média de sobrevida e para 6 meses, o tempo livre de
doenca (MENDES et al., 2015; SWAIN et al., 2013).

Em contrapartida, nos paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos,
como no Brasil, o cancer de mama ainda € um grande problema de saude publica
(WERUTSKY, NUNES & BARRIOS, 2019). Os numeros de incidéncia e mortalidade
crescem a cada ano, enfatizando a necessidade de estratégias que visem o controle
do cancer de mama a fim de melhorar o prognéstico e qualidade de vida das
pacientes. Nesse sentido, o rastreio e deteccdo precoce do tumor, através da
mamografia, por exemplo, aliados a conscientizagdo da populagdo aos sinais e
sintomas da doenca; bem como ao acesso gratuito dos pacientes a profissionais e

servicos de saude de qualidade e tratamentos adequados s&o apontados como
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principais pilares para a prevengao e melhor progndstico, segundo as “Diretrizes
para a Deteccdo Precoce do Cancer de Mama no Brasil”, do Ministério da Saude e
INCA (MS/INCA, 2015).

1.1.2 Classificagdao do cancer de mama

O cancer de mama é heterogéneo. Ha uma variedade de subtipos moleculares,
padrdes histologicos e comportamentais, seja ele in situ (n&o invasivo) ou invasivo,
que sdo cruciais para o diagnostico, tomada de decisdo do tratamento mais
adequado e prognostico da paciente.

A classificagao histolégica subdivide os tumores de mama em diversos
subtipos, de acordo com a origem, morfologia e comportamento das células
tumorais, os quais s&o constantemente atualizados, de acordo com os achados
clinicos e cientificos (GoBBl, 2012). Os padrdes histolégicos mais comuns sao o
carcinoma ductal (70 - 80%) e lobular (10 - 15%) invasivos. O carcinoma ductal se
origina dos ductos que produzem o leite, enquanto que o lobular se inicia nos Iébulos
que o transportam, como representado na figura 1.3; contudo, ambos por terem
carater invasivo, sao capazes de sair do seu local de origem e alcangar regides

adjacentes a mama e até longas distancias (metastase) (ONCOGUIA, 2017D).

Lébulo = Lobulo

Lébulo normal

Lébulo contendo
células anormais

Ducto contendo
células anormais

™

Carcinoma ductal in situ Carcinoma lobular in situ

Figura 1.3: Origem dos tipos de cancer de mama mais prevalentes. O carcinoma ductal se origina

nos ductos mamarios e o lobular nos l6bulos que transportam o leite. Fonte: Oncoguia, 2017b.



Ainda, existe uma classificagao histolégica que também leva em consideragao
o grau de diferenciagdo e potencial replicativo das células, denominada de grau
histolégico, que varia de | a lll. Quanto mais indiferenciadas e proliferativas as
células, maior o grau histoldgico, e pior o progndstico (HENSON et al., 1991; IVSHINA
et al., 2006).

Ha também uma classificacdo molecular que se baseia na expressdo ou
auséncia de expressdo de 3 receptores hormonais. Sdo eles: o receptor de
estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP), e o receptor de fator de crescimento
epidermal tipo 2 (HER2). Sendo o subtipo triplo-negativo (auséncia na expresséo
dos trés receptores) o de pior prognostico. Importante, adicionalmente ao perfil de
expressao desses receptores, o status de Ki-67, um marcador de proliferagcao
celular, também é averiguado, sendo um importante indicador de malignidade
(CHEANG et al., 2009; YIP et al., 2016). Através de analises por imunohistoquimica
e/ou moleculares os tumores sao entdo, categorizados nos seguintes subtipos:
luminal A (RE+ ou RP+/ HER2- Ki-67-); luminal B (RE+ ou RP+/ HER2- Ki-67+) ou
(RE+ ou RP+/ HER2+); HER2 positivo (RE- ou RP-/ HER2+); ou triplo-negativo (RE-
ou RP-/ HER2-) (DAl et al., 2015; SERRA et al., 2014; YERSAL & BARUTCA, 2014),
como melhor esquematizado na figura 1.4. Importante ressaltar que, apesar dessa
classificagdo ser aceita na clinica, com o avango cientifico e tecnoldgico, novas
biomarcadores e, consequentemente, novas classificagdes vem surgindo ao longo

dos anos, contribuindo cada vez mais para o entendimento da biologia tumoral.

Tumores de

HER2- HER2+

Ki-67- Ki-67+

Luminal A Luminal B HERZ2 positivo Triplo-negativo

Figura 1.4: Subtipos moleculares do cancer de mama. De acordo com a expresséo de receptores

celulares e Ki-67, o cancer de mama se subdivide em 4 categorias moleculares basicas: luminal A,
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luminal B, HER2 positivo e triplo-negativo. RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona;
HER2, receptor de fator de crescimento epidermal tipo 2. Fontes: Blows et al., 2010 e Yersal &

Barutca, 2014. Desenho esquematico por Laura Coelho.

Existe também a classificacdo clinica de tumores sélidos baseada do
estadiamento, denominada TNM, definida pela Unido Internacional Contra o Cancer
(UICC), que leva em consideragao o tamanho do tumor (T), acometimento ou nao de
linfonodos regionais (N) e se houve metastase a distancia (M). Conforme esta
classificagado & possivel agrupar os tumores em estadios que vao do 0 ao IV, sendo
o estadio zero o carcinoma in situ e o ultimo o mais agressivo e invasivo (UICC,
2009).

Como mencionado acima, a identificacdo do subtipo tumoral é de extrema
importancia ndo s6 para o diagnostico e tratamento. Dependendo da categoria em
que é classificado, é possivel saber se o tumor esta relacionado com um bom ou mal
prognéstico. Por exemplo, ja foi demonstrado que os tumores com alta expresséo de
HER2+ e, novamente, os triplo-negativos, sdo os que apresentam pior resolucio,

quando comparados ao luminal A (DAl et al., 2017).

1.1.3 Sinais e Sintomas

Os sinais e sintomas do cancer de mama variam de paciente para paciente,
contudo existem aqueles mais comuns. E crucial a conscientizacdo e identificacdo
dessas caracteristicas pelas mulheres, pois contribuem para a detecg¢ao precoce e
um diagnostico mais rapido. De acordo com o INCA, o Ministério da Saude e o
Instituto Oncoguia, os principais sao (Figura 1.5) (INCA, 2019; MS, 2019; ONCOGUIA,
2017a).

e Noddulo fixo, geralmente indolor

e Alteragao no tamanho ou forma da mama

e Edema da pele

¢ Pele da mama avermelhada, assemelhando-se a casca de laranja
e Alteragdes no mamilo

e Pequenos nddulos nas axilas ou pescogo

e Secrecao de liquido pelo mamilo



e Dor na mama ou mamilo

Alteragdo no
tamanho ou na
forma da mama

Vermelhidio ou
coceira na mama efou
ao redor do mamilo

Liberagao de liquido
pelo mamilo, sem

Inchago na axila ou ao
redor da clavicula

apertar

-

(e ) \. . | . @

Dor constante na
mama ou na axila

Inversio sibita do
mamilo

Afundamento da
mama, endurecimento
ou enrugamento da
pele (casca de laranja)

MNaédulo ou carogo na
mama, que esta sempre
presente e nao diminui

de tamanho

Figura 1.5: Sinais e sintomas do cancer de mama. Fonte: dominio publico.

1.1.4 Tratamento

Por se tratar de uma doencga heterogénea, com inumeras apresentagdes
histolégicas e moleculares, como vimos acima, o tratamento do cancer de mama
varia de acordo com o tipo de tumor do paciente. No momento da decisdo do melhor
esquema terapéutico, o médico leva em consideracao as informacgdes do subtipo do
tumor, estadiamento da doenca, além das caracteristicas clinicas do paciente.
Quando detectado no inicio - obviamente, a depender das caracteristicas do tumor,
0 progndstico tende a ser mais positivo. Quando ha metastase, os tratamentos visam
melhorar as taxas de sobrevida e qualidade de vida dos pacientes (AL-MAHMOOD et
al., 2018)

Nesse sentido, o tratamento pode ser subdividido em local, compreendendo a
cirurgia e radioterapia; ou sistémico, abrangendo a quimioterapia, hormonioterapia e
a terapia-alvo. Também ha a divisdo em tratamento adjuvante ou neoadjuvante. O
primeiro ocorre apos a cirurgia, a fim de destruir possiveis células remanescentes e
evitar a reincidéncia do tumor; enquanto que o segundo é realizado antes da
cirurgia, com o objetivo de reduzir o tamanho e extensao do tumor (CARDOSO et al.,
2018).



O tratamento cirurgico pode ser conservador, com a retirada apenas do
tumor, ou radical, através da mastectomia. A quimioterapia inclui antraciclinas
(doxorrubicina e epirrubicina), agentes alquilantes (ciclofosfamida) e taxanos
(paclitaxel e docetaxel). A radioterapia pode ser realizada com raios X, gama ou
elétrons. Quando considerada, a hormonioterapia compreende o uso de tamoxifeno,
letrozole e inibidores da aromatase. Mais recentemente, a terapia alvo vem
apresentando bons resultados através da inibicdo do fator de crescimento de
endotélio vascular (VEGF) com o anticorpo anti-VEGF (bevacizumabe), e da inibicao
de HER2 com os anticorpos anti-HER2 (trastuzumabe, pertuzumabe e lapatinibe)
(BobaAl & Tuso, 2015; CARDOSO et al., 2018; GOLDHIRSCH et al., 2013).

Um grande avanco dos ultimos tempos foi o advento da imunoterapia voltada
ao cancer, gragas aos estudos de dois grupos de pesquisadores, contemplados com
o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2018 (ISHIDA et al., 1992; LEACH,
KRUMMEL & ALLISON, 1996). Esse tipo inovador de tratamento baseia-se na
estimulagdo do sistema imunolégico do paciente para atacar as células tumorais. A
imunoterapia, através da administragao do atezolizumabe, foi aprovada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) na metade do ano de 2019, apenas para
pacientes com cancer de mama triplo-negativo em estagios avangados, e que
expressam na superficie das suas células tumorais a proteina PD-L1, necessaria
para o sucesso do tratamento, uma vez que o atezolizumabe age inibindo esse
ligante (HEIMES & ScHMIDT, 2019; ZHANG et al., 2017). A decisdo foi baseada num
estudo clinico de fase 3, com pacientes desse perfil, o qual evidenciou que o
atezolizumabe em combinagdo com o nab-paclitaxel prolonga a taxa de sobrevida
para 10 meses e a taxa de progressdo da doenca para 2,5 meses, quando
comparado com o grupo placebo combinado ao nab-paclitaxel (SCHwMID et al., 2018).
Contudo, ainda é um grande desafio o alto custo e a indisponibilidade do
imunoterapico nos sistemas publicos de saude do nosso pais.

Além da imunoterapia, os avancgos cientificos e tecnoldgicos, principalmente
na area molecular, com a descoberta de novos subtipos, mutagdes, biomarcadores e
melhor entendimento do comportamento tumoral, tém contribuido para inovacoes
terapéuticas e a possibilidade de tratamentos mais personalizados, ou seja,
especifico para cada paciente, o grande futuro da medicina, da oncologia e do bem-
estar do paciente (DE ABREU et al., 2014; DUMBRAVA & MERIC-BERNSTAM, 2018).



A seguir, discorremos de forma mais detalhada sobre os dois agentes
terapéuticos utilizados nesse estudo: a doxorrubicina, quimioterapico amplamente
utilizado na clinica e, a B-lapachona, um promissor composto natural que apresenta

efeito antitumoral in vitro e in vivo.

<+ Doxorrubicina

A doxorrubicina (dox) € um quimioterapico e antibiético da classe das
antraciclinas, amplamente utilizado na clinica para o tratamento de diversos tipos de
cancer, como: leucemia, neuroblastoma, cancer de ovario, pulmao, incluindo cancer
de mama (HERNANDEZ-AYA & GONzALEZ-ANGULO, 2013; THORN et al., 2011).
Dependendo das caracteristicas biolégicas do tumor e do paciente, a dox pode ser
administrada sozinha ou em combina¢des com outros quimioterapicos, ou mesmo
juntamente com outros esquemas terapéuticos que nao a quimioterapia (BURANRAT,
SUWANNALOET & NAOWABOOT, 2017; wu et al., 2013).

A dox apresenta diferentes mecanismos de acdo, podendo atuar como
intercalante de DNA, inibir a topoisomerase |l ou, ainda, formar radicais livres dentro
das células, ambos os processos culminando em inibicdo da replicacdo e/ou morte
celular (TACAR, SRIAMORNSAK & DAss, 2013). De modo importante, ja foi descrita
induzir apoptose e necrose, bem como induzir atraso do ciclo celular em diferentes
linhagens celulares de cancer de mama, como a MCF-7 e a MDA-MB-231 (BAR-ON,
SHAPIRA & HERSHKO, 2007; ONcuL & ERCAN, 2017; PILCO-FERRETO & CALAF, 2016).
Apesar de sua excelente atividade antitumoral, até mesmo contra o cAncer de mama
avangado, a dox pode induzir efeitos colaterais graves, como a cardiotoxicidade
aguda ou crbnica (CHATTERJEE et al., 2010; KOLEINI & KARDAMI, 2017). Nesse
sentido, novas formulacdes da dox tem sido estudadas e propostas a fim de reduzir
possiveis efeitos colaterais, bem como aumentar o delivery da droga dentro do
tumor, como por exemplo, a sua forma encapsulada lipossomal peguilada ja liberada
pela Anvisa para o tratamento do cancer de mama metastatico (RIVANKAR, 2014;
ZHAO et al., 2017).

% p-lapachona

A B-lapachona (B -lap) € uma naftoquinona natural, obtida da cerragem da

madeira dos ipés (Tabebuia avellanedae), arvores nativas da América do Sul. Esse



composto possui diversos efeitos farmacoldgicos, como atividade antibacteriana,
tripanossomicida, antifungica, antiviral, analgésica, antiinflamatéria e antitumoral
(GomEZz CASTELLANOS, PRIETO & HEINRICH, 2009), sendo utilizada durante séculos na
fitomedicina tradicional.

A atividade antineoplasica da B -lap ja foi relatada em uma variedade de
tumores, tanto em modelos in vitro quanto in vivo, incluindo cancer de pulméao (Woo
& CHol, 2005), célon (KEE, HAN, PARK, et al., 2017), gastrico (Yu et al., 2014),
prostata (PLANCHON et al., 2001) e mama (WUERZBERGER et al., 1998). Seu
mecanismo de agdo ainda ndo é bem elucidado, mas ha estudos demonstrando
inibicdo da topoisomerase | e Il, interferindo nos mecanismos de replicagdo da
célula; além de indugdo de geracdo de radicais livres (DocampPo et al., 1979;
KRISHNAN & BAsTow, 2000; LI, AVERBOUKH & PARDEE, 1993). Entre os efeitos
antineoplasicos, esse composto natural foi descrito suprimir a progressao do tumor
através da inibicdo da proliferacdo e ciclo celular; inducdo de morte celular, por
apoptose ou necrose; ou mesmo modulando a transigcdo epitelial-mesenquimal
(TEM) (Cul et al., 2018; JEON et al., 2015; LI, WANG & PARDEE, 1995; YANG et al.,
2017). De modo interessante, a [-lapachona combinada ao quimioterapico
gemcitabina estd em estudo clinico de fase 2, para o tratamento do céncer de
pancreas metastatico (ARQ 501). Os resultados até a presente data indicaram que
de 20 pacientes 6 apresentaram regressdo do tumor. Além disso, os principais
efeitos adversos encontrados foram anemia, hemdlise, fadiga, edema e nausea
(KHONG et al., 2007; YANG et al., 2008).

1.2 Metastase

Nesse segundo tépico discutiremos um pouco sobre a metastase, desde sua
origem até a recolonizagcdo do tumor no sitio secundario. Falaremos também de
alguns mecanismos de migragdao que as células tumorais orquestram durante este

processo e, por fim, discorreremos sobre a metastase como alvo para terapia.

1.2.1 Da origem ao estabelecimento do processo metastatico

A metastase € a causa primaria de morbidade e mortalidade relacionada ao

cancer. Trata-se de processo que inclui multiplas etapas no qual, de modo simplério,
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as células tumorais s&o capazes de sair do seu local de origem e alcangar longas
distancias no corpo através do sangue ou vasos linfaticos e colonizar outros tecidos
(DUFFY, MCGOWAN & GALLAGHER, 2008; LAMBERT, PATTABIRAMAN & WEINBERG, 2017).

A metastase € um importante parametro relacionado a progressédo tumoral.
De fato, é considerado um hallmark do cancer (HANAHAN & WEINBERG, 2000; 2011).
Sabe-se que ha diferentes fatores que propiciam as células tumorais de evadir do
seu local de origem como, por exemplo, o ambiente hipéxico em tumores sdlidos,
que favorece o processo de angiogénese, crescimento e dispersao das células
tumorais pelos vasos (GILKES & SEMENZzA, 2013; RANKIN & GIACCIA, 2016; RUAN, SONG
& OUYANG, 2009). De modo importante, hoje em dia ja € reconhecido que nao
somente as caracteristicas intrinsecas do tumor, como sua epigenética e genética,
mas toda a relacdo que as células tumorais tem com as células estromais presentes
no microambiente tumoral, como os fibroblastos, células endoteliais e macréfagos,
confere uma caracteristica individual ao tumor e podem influenciar no seu
desenvolvimento (MARJANOVIC, WEINBERG & CHAFFER, 2013). Por exemplo, a matriz
extracelular (MEC), produzida principalmente pelos fibroblastos presentes no
estroma, formam um arcaboucgo funcional para aporte dos novos vasos, além de
servir como fonte de diversos fatores de crescimento, como o TGF-§ (fator de
crescimento transformante beta) e FGF (fator de crescimento de fibroblasto) (WANG
et al., 2019). Contudo, o que faz com que uma célula tumoral tenha capacidade
metastatica?

Existem diferentes hipoteses. Uma delas perpassa pela capacidade das
células de perderem suas caracteristicas epiteliais e adquirir um fendtipo
mesenquimal, com ganho de propriedades migratorias e invasivas, processo esse
conhecido como transi¢cao epitelial-mesenquimal (TEM) (HEERBOTH et al., 2015;
KALLURI & WEINBERG, 2009; ZHANG & WEINBERG, 2018) (veremos com mais detalhes
no proximo subtopico). Outros acreditam que essas células metastaticas derivam de
células-tronco teciduais, células indiferenciadas ou semi-diferenciadas que possuem
capacidade intrinseca de proliferar e migrar (MOREL et al., 2008). De fato, o aumento
na expressao de marcadores de células-tronco tumorais (CD133, CD90, EpCAM)
esta correlacionado a maior agressividade do tumor (DRASIN, ROBIN & FORD, 2011;
KUNJITHAPATHAM et al., 2014; Liu & FAN, 2015). Ainda ha a juncdo dessas duas
hipéteses, onde acredita-se que as células que realizam TEM sao originadas a partir
de células-tronco epiteliais (DRASIN, ROBIN & FORD, 2011; KALLURI & WEINBERG,
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2009). De forma intrigante, segundo Seyfried e Huysentruyt (2013), também existe a
possibilidade das células tumorais metastaticas apresentarem uma origem mieldide,
a partir de macréfagos, uma vez que muitos tumores metastaticos, inclusive de
mama, apresentam células neoplasicas com propriedades de macréfagos (SEYFRIED
& HUYSENTRUYT, 2013). Por exemplo, ha trabalhos demostrando antigenos de
macrofagos, como o CD11b e o CD163, também sendo expressos pelas células
tumorais (CALVO et al., 1987; SHABO et al., 2008).

No entanto, independente da origem, o processo metastatico pode ser divido
em quatro etapas principais que se interconectam, também conhecido como cascata
de invasdo-metastase: desagregacido, migracéo, invasao e adesio, esquematizado
na figura 1.6, no final desse subtépico.

A primeira etapa consiste da desagregagdo das células do sitio primario,
envolvendo perda de proteinas de juncdo célula-célula e célula-matriz, como E-
caderina, ZO-1, integrinas, além de perda de polaridade celular, processos estes que
caracterizam a TEM (HEERBOTH et al., 2015; KALLURI & WEINBERG, 2009; LAMOUILLE,
XU & DERYNCK, 2014), que sera abordado mais adiante. Em seguida, as células
metastaticas migram e invadem a membrana basal e componentes da matriz
extracelular, podendo este processo ser dependente de atividade proteolitica de
enzimas presentes na MEC, como as metaloproteinases de matriz extracelular
(MMPs) (RADISKY & RADISKY, 2010), ou ocorrer sem agao da degradagdo por
protease, como € o caso da migragdo celular amebdide, em que as células sao
capazes de exercer forga mecanica e passar pela MEC (YOSHIDA & SOLDATI, 2006).
De maneira importante, durante o processo migratorio/invasivo, as células
reorganizam o citoesqueleto de actina, formando protusées membranares como
lamelopddia, filapddia e invadopddia, caracteristicas essenciais para a motilidade
celular (ALIZADEH, SHIRI & FARSINEJAD, 2014; GUAN, 2015). Os proximos passos sao
uma sequéncia de eventos, que incluem: intravasamento (migragao transendotelial)
nos vasos sanguineos e/ou linfaticos, que pode ocorrer passiva ou ativamente
(BOCKHORN, JAIN & MUNN, 2007); disseminacdo das células através dos vasos,
alcangando a circulagao sistémica; extravasamento das células tumorais através das
células endoteliais e membrana basal dos vasos distais; este ultimo podendo ocorrer
por diferentes mecanismos como, por exemplo, migragao paracelular ou transcelular
(KAWAGUCHI & NAKAMURA, 1986; LANGLEY & FIDLER, 2011), ou mesmo pela

capacidade das células tumorais de estimularem as células endoteliais a se

11



retrairem (HONN et al., 1994); todas essas etapas culminando na adesdo e
restabelecimento das células tumorais em outros 6rgaos, formando novas redes de
sinalizagao e vasculares, podendo o tumor crescer novamente (KAWAUCHI, 2012).

Um importante questionamento que surge € se ha um lugar “pré-definido”
para onde as células tumorais devem metastatizar. De acordo com a hipétese “seed
and soil’ (PAGET, 1889), existe uma interagdo favoravel entre as células tumorais
metastaticas (seed) e o microambiente do érgao (soil) que propiciam a sobrevivéncia
e crescimento das células tumorais num sitio de metastase especifico. Estudos ja
evidenciaram que a interacdo entre a quimiocina CXCL12, produzida por células
estromais de orgaos-alvos para metastase no cancer de mama, e seus receptores
expressos nas células tumorais, como o CXCR4, possuem papel na colonizagcédo das
células tumorais mamarias nesses sitios especificos (BURGER & KippPs, 2006;
LANGLEY & FIDLER, 2011). De fato, pesquisadores demonstraram que ao neutralizar
essa interacdo CXCL12/CXCR4 in vivo, ha supressdo da metastase de células
tumorais para o linfonodo e pulméo (MULLER et al., 2001).

Essa hipotese ndo é universalmente aceita, existem cientistas que acreditam
que as propriedades anatbmicas e mecanicas dos vasos sao os principais fatores
que direcionam o local da metastase (LANGLEY & FIDLER, 2011). O consenso que
parece prevalecer nos dias atuais, € que nenhuma das propostas € mutualmente
exclusiva, tudo vai depender do tipo do tumor que esta sendo analisado. De
qualquer forma, sabe-se que os principais locais para quais as células tumorais
mamarias metastatizam s&do os linfonodos, ossos, pulmdes, cérebro e figado
(PATANAPHAN, SALAZAR & Risco, 1988; WEIGELT, PETERSE & VAN 'T VEER, 2005).

1.2.2 Transigao epitelial-mesenquimal e outros tipos de migragao

No ano 2000, Hanahan e Weinberg apontaram seis Hallmarks do céancer,
dentre eles a “inducdo de invasao e metastase” (HANAHAN & WEINBERG, 2000). Em
uma revisido posterior, os autores atualizaram os achados e além de incluirem mais
quatro Hallmarks, reconheceram a importancia do microambiente tumoral na
tumorigénese e metastase (HANAHAN & WEINBERG, 2011). Mais que isso, o artigo traz
a transicao epitelial-mesenquimal como principal mecanismo orquestrado pelas
células de carcinomas de origem epitelial, como o cancer de mama, para invasao e

metastase (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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Vimos acima que o processo metastatico ocorre em multiplas e complexas
etapas. A TEM é considerada um passo inicial da invasao/metastase, onde, de modo
suscinto, as células tumorais perdem as caracteristicas epiteliais e adquirem um
fendtipo mesenquimal; apresentando perda de polaridade apical-basal, morfologia
alterada - normalmente verifica-se o formato fusiforme, resisténcia a apoptose e,
ganhando propriedades invasivas e migratérias (GUAN, 2015; KALLURI & WEINBERG,
2009; KAWAUCHI, 2012; MITTAL, 2018).

De forma interessante, esse processo nado ocorre somente durante a
progressao de carcinomas. Pode ter um papel fisiolégico, sendo importante no
periodo de morfogénese embrionaria (VON GISE & Pu, 2012) ou mesmo, na
cicatrizacdo de feridas (WEBER et al., 2012); ou patolégico, como durante o
desenvolvimento da fibrose (CHAPMAN, 2011).

A TEM possui uma plasticidade enorme, da mesma forma que as células
tumorais sado capazes de adquirir fendtipo mesenquimal, é possivel haver a
desdiferenciacdo de mesénquima para epitélio, processo conhecido como transi¢cao
mesenquimal- epitelial, do inglés MET (IWATSUKI et al., 2010; THIERY, 2002). A MET
tem uma importante funcao na recolonizacao das células apds alcancarem o sitio de
metastase (HEERBOTH et al., 2015; LAMOUILLE, XU & DERYNCK, 2014). Além de ser um
processo reversivel, hoje em dia sabe-se que existem fendtipos intermediarios entre
a célula epitelial e mesenquimal, ou seja, as células podem ao mesmo tempo
expressar marcadores de ambos os fendétipos em determinado momento. Alguns
autores chamam esse acontecimento de “espectros intermediarios” ou mesmo, TEM
parcial (KALLURI & WEINBERG, 2009; ZHANG & WEINBERG, 2018).

Diferentes estimulos ja foram descritos favorecer a TEM, havendo
contribuicdes tanto das proprias células tumorais, quanto das estromais. Dentre eles,
podemos citar diversos fatores de crescimento (TGF-B, FGF, EGF, VEGF), vias de
sinalizagdes (PIBK/AKT/mTOR, Ras- MAPK), hipdxia, estresse mecanico e
metabdlico e altera¢des na rigidez da MEC (CORREIA & BISSELL, 2012; HANAHAN &
WEINBERG, 2011; LAMOUILLE, XU & DERYNCK, 2014; LEHUEDE et al., 2016; RANKIN &
GIACCIA, 2016; TURLEY et al., 2008; WANG & ZHou, 2013).

Também foi demonstrado que alguns fatores de transcricdo como, por
exemplo, Twist, Snail e Slug, que inclusive sao acionados durante a embriogénese,
sdo cruciais durante esse processo (DE CRAENE & BERX, 2013; MORENO-BUENO,

PoRrTILLO & CANO, 2008). Uma outra caracteristica-chave é a perda da proteina de
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juncao célula-célula do tipo aderente E-caderina (E-cad) (HUANG, GUILFORD & THIERY,
2012; MORENO-BUENO, PORTILLO & CANO, 2008), marcador de células epiteliais,
processo esse ja evidenciado ser regulado pelos fatores de transcricdo mencionados
acima (BoLos et al., 2003; PEINADO et al., 2004; VESUNA et al., 2008). Vimentina € o
maior componente dos filamentos intermediarios do citoesqueleto, sendo expressa
pelas células de origem mesenquimal. Durante o desenvolvimento tumoral e TEM,
tem-se verificado aumento na expressado dessa proteina, sendo considerado outro
importante marcador (HEERBOTH et al., 2015; SATELLI & LI, 2011). Uma variedade de
estudos com cancer de mama sejam eles, in vitro, em modelo experimental ou
mesmo analisando bidpsias de pacientes, tem evidenciado que a perda de E-cad,
além do aumento na expressao de vimentina e desses fatores de transcricdo estao
relacionados com a maior capacidade invasiva das células, maior grau histolégico e
ocorréncia de metastase (KUNJITHAPATHAM et al., 2014; VESUNA et al., 2008; YANG et
al., 2017).

Além da migracdo mesenquimal, as células sdo capazes de migrar de outras
duas formas: coletivamente, em grupos; ou, através me movimentos amebdides. No
primeiro tipo de migracdo, ndo ha perda de jungdo entre as células que se
desprenderam do tumor original, dessa forma a E-cad se mantem preservada. A
migracao coletiva acontece durante o processo fisioldgico de formagédo dos ductos
mamarios (EWALD et al., 2008) e também ja foi identificada no cancer de mama (ILINA
et al., 2018; KHALIL et al., 2017). J&4 a migragdo amebodide, € uma forma mais rara,
onde as células migram individualmente sem atividade de protease, movendo-se
através de propulsdo mecanica, formando blebs ou outras protusdes e deslizando
pelos intersticios da MEC, podendo ocorrer tanto durante a migragcao mesenquimal
(transicdo mesenquimal-ameboide, MAT) ou coletiva (transicao coletiva-amebdide,
CAT) (KAwAUCHI, 2012; TALKENBERGER et al., 2017). Tipica de leucdcitos, também ja
foi demonstrada ser realizada por células tumorais mamarias (GAO et al., 2017;
MADSEN & SAHAI, 2010).

Todos esses tipos de migragcdo orquestrados pela célula tumoral, bem como a
cascata de invasao-metastase, foram didaticamente representados por Kawauchi
(2012) (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Cascata de invasdao-metastase e diferentes tipos de migragao. Células com potencial
metastatico se desagregam, migram e invadem a membrana basal e matriz extracelular de forma
individual ou coletiva; adentram os vasos sanguineos e/ou linfaticos (intravasamento), disseminam-se
pelos vasos, extravasam e alcangam regides distais, recolonizando novamente. Células laranjas:
células epiteliais ndo tumorais. Células azuis: células tumorais com fenétipo mesenquimal. Grupo de
células verdes: células tumorais que migram coletivamente. TEM: transi¢cdo epitelial-mesenquimal.
MAT: transicdo mesenquimal-amebdide. CAT: transicdo coletiva-amebdide. MET: transicdo

mesenquimal-epitelial. Fonte: adaptado a partir de Kawauchi (2012).

1.2.3 A metastase como alvo terapéutico

O tratamento para a doenga metastatica do cancer de mama se da
primariamente pela terapia sistémica, com o uso de quimioterapicos, além de outros
esquemas, como hormonioterapia, terapia-alvo e mais recentemente (e raro), a
imunoterapia, dependendo das caracteristicas do tumor e aspectos clinicos da
paciente (CARDOSO et al., 2018), como ja foi falado anteriormente. O advento da
terapia-alvo e imunoterapia como alternativa ou uso em conjunto com a quimio e
hormonioterapia, possibilitaram um tratamento muito mais direcionado e tem

contribuido para a melhora nas taxas de sobrevida dos pacientes nos paises
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desenvolvidos (MENDES et al., 2015). Contudo, mesmo a doenga metastatica
podendo ser tratavel, muitos pacientes apresentam resisténcia ao tratamento e a
média do indice de sobrevida em 5 anos é de aproximadamente 25%, segundo
dados da Sociedade Americana do Céancer, 2017 (ACS, 2017).

De maneira importante, o avango cientifico e tecnoldgico nas ultimas décadas
e, com grandes contribui¢cdes principalmente da area de biologia celular e molecular,
ajudando a desvendar o0s mecanismos envolvidos na progressdo tumoral
(MCSHERRY et al., 2007), tem possibilitado a emergéncia de novos biomarcadores e
alvos terapéutico relacionados a metastase. A seguir, discorremos um pouco sobre
tais avangos e descobertas. Enfatizando que, como o céncer metastatico
compartilha passos e vias de sinalizagbes comuns, os alvos terapéuticos ndo se
limitam somente ao cancer de mama metastatico.

Novamente, um dos primeiros passos da cascata de invasdo-metastase é o
desprendimento das células do tumor primario (KALLURI & WEINBERG, 2009;
KawAucHI, 2012). Quando isso ocorre numa situagéao fisiolégica, células epiteliais e
endoteliais sofrem apoptose, sendo este fendbmeno conhecido como anoiquia, do
inglés anoikis. Células tumorais apresentam resisténcia a anoiquia (CAO, LIVAS &
KYPRIANOU, 2016; PAoLI, GIANNONI & CHIARUGI, 2013). Nesse sentido, uma das
propostas terapéuticas é reverter essa resisténcia (GUAN, 2015; SAKAMOTO &
KYPRIANOU, 2010). Os agentes sao divididos em duas classes, os indutores de
anoiquia e inibidores de moléculas que a suprimem. Um exemplo de indutor é a
doxazosina, que tem sido demonstrada ter grande atividade antitumoral ao induzir
apoptose através da ativacdo de DISC/caspase 8, além da inibicdo de Akt
(GARRISON & KYPRIANOU, 2006). Ja o receptor de tirosina quinase neurotréfica B
(TrKB) € um supressor da anoiquia, inibicdo desse receptor tem contribuido para
reduzir a progressao tumoral (CAMORATTO et al., 1997).

Existem também inibidores da motilidade celular, dentre eles podemos citar
os antagonistas da N-caderina (N-cad) e de integrinas. A N-cad € uma proteina de
juncédo celular e, ao contrario da E-caderina, 0 aumento na sua expressido esta
relacionado com maior propensdo das células tumorais a migracao e metastase.
(HAZAN et al., 2000; NAGI et al., 2005). Um exemplo de um inibidor da N-cad é a
ADH-1; encontra-se em teste clinico de fase 1, a sua utilizagdo junto a outros
quimioterapicos (cloridrato de gencitabina e cisplatina), para pacientes com cancer

pancreatico ou de bexiga localmente avangcado ou metastatico (BERIM et al., 2017).
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As integrinas sao proteinas importantes na interacdo célula- matriz, e tem papel
fundamental na dindmica do citoesqueleto de actina e movimento celular. Cilengitide
€ um inibidor da cadeia  da integrina, o qual age impedindo a ligacdo da mesma
com a MEC, interferindo na motilidade das células (HYNES, 2002; MAS-MORUNO,
RECHENMACHER & KESSLER, 2010). De modo interessante, em modelo experimental
de cancer de mama com metastase Ossea, o cilengitide foi capaz de inibir a
progressao tumoral, quando comparado com o controle n&o tratado (BAUERLE et al.,
2011).

Uma outra abordagem é tentar interferir com o microambiente tumoral (FANG
& DECLERCK, 2013), e pela sua complexidade, existe uma infinidade de vias de
sinalizagdo que se entrelacam, onde podemos citar: inibidores de fatores de
crescimento, como inibidores do VEGF (fator de crescimento de endotélio vascular)
e seu receptor. O anticorpo monoclonal anti-VEGF (bevacizumabe) ja é utilizado na
clinica contra o cancer de mama (CARDOSO et al., 2018); inibidores de proteases,
como os inibidores das MMPs, ainda em teste clinicos (RADISKY & RADISKY, 2010;
WINER, ADAMS & MIGNATTI, 2018); inibidores do processo inflamatério, como os
inibidores da produc¢do do TGF- (estudo clinico ja em fase 3 para tumor cerebral)
(BOGDAHN et al., 2011) ou inibidores do TNF (fator de necrose tumoral), em fase 2
para cancer de mama metastatico (MADHUSUDAN et al., 2004); ainda ha aqueles que
interferem com a hipdxia (REDDY & WILLIAMSON, 2009); células estromais, muitos
deles incluem os inibidores de MMPs, fatores de crescimento e inflamacao citados
acima (ZoLLo et al., 2012); e remodelamento da MEC (inibidores do acido
hialurébnico ou proteoglicanos de heparan sulfato) (BREKKEN & DE LANGE DAVIES,
1998; HAMMOND et al., 2014; OMmIDI & BARAR, 2014).

A medida que novas descobertas sdo feitas e, compostos validados, esta
lista tende a aumentar. E muito importante o desenvolvimento de alternativas aos
tratamentos vigentes a fim de se ter uma terapia mais direcionada, mais eficaz e

com menos efeitos adversos, melhorando a qualidade de vida dos pacientes.

1.3 Sistema de cultivo celular tridimensional

O cultivo de células em monocamada, ou bidimensional (2D) tem contribuido
desde o inicio do século 19, para importantes descobertas no campo da biologia do

cancer, e ainda continua sendo um modelo bastante utilizado, devido a sua
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praticidade e baixo custo (NUNES et al., 2019). Contudo, apesar de muitos
compostos testados nos sistemas 2D mostrarem resultados promissores in vitro,
falham quando testados nos modelos in vivo (GILLET et al., 2011) e apenas 5% dos
compostos de fato possuem atividade antitumoral em ensaios clinicos (LEE et al.,
2013). O cultivo tridimensional (3D) surge nas ultimas décadas a fim de transpor
essas barreiras. Ao mimetizar de forma muito mais fidedigna a morfologia e
comportamento do tumor, contribui para preencher o gap entre os tradicionais
modelos 2D e os sistemas in vivo (GOLIWAS et al., 2017; HAM et al., 2016; VIDI,
BISSELL & LELIEVRE, 2013), além de reproduzirem as repostas a quimioterapicos dos
préprios pacientes quando preparados a partir de células tumorais isoladas de
pacientes (HALFTER et al., 2015).

Nesse ultimo tépico falaremos brevemente sobre os diferentes tipos de cultivo
3D, dando maior enfoque aos esferoides tumorais multicelulares, modelo utilizado no
presente estudo, e discorreremos sobre as contribuicbes desse modelo para o

estudo da biologia do cancer, analise de resposta terapéutica e metastase.

1.3.1 Tipos de cultivo 3D

Existem diferentes formas de se cultivar as células tridimensionalmente. Todas
vao apresentar suas vantagens e limitagdes. Ao definir qual método utilizar, é
importante pensar na aplicabilidade para a sua pesquisa, se sera suficiente para
responder suas perguntas. Os trés modelos de cultivo 3D predominantes sao:
explantes de tecido tumoral; tumor on a chip, traduzido literalmente como “tumor em
um chip”; ou esferoides tumorais (WEISWALD, BELLET & DANGLES-MARIE, 2015)
(Figura 1.7).
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A. Explante de tecido tumoral B. “Tumor em um chip”
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Figura 1.7: Tipos de cultivo 3D. A. modelo do explante de tecido tumoral: apdés remogéo da
gordura, cultivam-se fragmentos do tumor em uma placa de cultura contendo meio nutritivo e matriz
(n&o obrigatdrio), preservando a morfologia do tecido original, como a presenga de vasos sanguineos.
B. “Tumor em um chip”: células tumorais sdo cultivadas em chips contendo cadmera pneumatica,
células endoteliais, fibroblastos, células do sistema imune e matriz, além de um sistema de canais
microfluidos que permite circulagdo das células do sistema imune células tumorais. C: Esferoides
tumorais: células tumorais podem ser cultivadas sozinhas ou co-cultivadas com outras células, como
os fibroblastos, formando esferoides homotipicos ou heterotipicos, respectivamente. PDMS:

polidimetilsiloxano (material inerte). Fonte: adaptado a partir de Nath e Devi (2016).

No modelo de explante, cultiva-se fragmentos inteiros do tumor em um
recipiente (garrafa/placa) de cultura contendo meio nutritivo. Dessa forma preserva-
se a morfologia do tecido original, mantendo a presenga de vasos, células estromais
(fibroblastos, células do sistema imune) e a propria MEC. Este modelo é um dos
mais antigos, sendo muito utilizado para teste de eficacia de drogas (BERRY, LAING &
WELLS, 1975; FREEMAN & HOFFMAN, 1986; KAREKLA et al., 2017). Apesar de ele
mimetizar muito bem a heterogeneidade do tecido original, isso também é uma
desvantagem para o modelo, pois acaba refletindo as caracteristicas tumor-
especificas e perde na questdo de reprodutibilidade (NATH & DEvI, 2016). Por outro

lado, € uma boa ferramenta para a terapia personalizada (GHOSH et al., 2019).
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Outras limitagdes sao o tempo de cultivo e a densidade dos fragmentos; por serem
densos, eles acabam se desfazendo, € ndao duram muito tempo em cultura,
impossibilitando estudos cinéticos grandes. Além disso, a densidade prejudica certas
analises, como citometria de fluxo e aquisi¢gdes de imagens através da microscopia
(NATH & DEVI, 2016).

Em relagdo ao sistema “tumor em um chip”, trata-se de um modelo com
grandes contribuicbées no campo da bioengenharia para reprodu¢ao do tumor in vivo
juntamente com a recapitulacdo do microambiente tumoral. Baseia-se no cultivo de
células tumorais em chips com um sistema de canais microfluidos, contendo camara
pneumatica, células endoteliais, fibroblastos, células do sistema imune e MEC. Os
chips permitem uma organizagcdo espacial dos componentes celulares e acelulares
de forma similar ao que ocorre in vivo, além disso, 0s microcanais permitem a
circulacao de células do sistema imune e células tumorais (ALESSANDRI et al., 2013;
Tsal et al.,, 2017). Esse dispositivo engenhoso permite estudar as inter-relagdes
dindmicas entre tumor e microambiente tumoral e tem possibilitado analises de
resposta terapéutica, moleculares e de migragao celular (CHol et al., 2015; LEE,
SONG & CHEN, 2016; SLEEBOOM et al., 2018). Contudo, ainda € uma tecnologia muito
cara.

O préximo modelo de cultivo 3D é a producao de esferoides tumorais, por ser

foco do estudo sera abordado de forma mais detalhada no préximo subtépico.

1.3.1.1 Esferoides tumorais

Os esferoides sdo o tipo de modelo 3D mais utilizado para se estudar a
biologia do cancer. Sao capazes de recapitular a arquitetura, além de caracteristicas
moleculares e funcionais do tumor in vivo (FRIEDRICH et al., 2009; GOLIWAS et al.,
2017; Ham et al., 2016; TIMMINS et al., 2005; ViDI, BISSELL & LELIEVRE, 2013).
Tumores avasculares (0,5- 1 mm3) ou mesmo micrometastases, sdo caracterizados
por apresentarem um centro necrético e uma periferia com células ativamente
proliferativas; tal heterogeneidade é gerada pela baixa difusdo de oxigénio,
nutrientes, metabdlitos e fatores de crescimento através das células que compdem o
tumor. De maneira relevante, tais caracteristicas podem ser reproduzidas pelos

esferoides quando atingem um didmetro entre 200 e 500 um (GROEBE & MUELLER-
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KLIESER, 1991; KUNZ-SCHUGHART, KREUTZ & KNUECHEL, 1998; MEHTA et al., 2012).
Ainda, sdo considerados o melhor modelo para highthroughput screening (KUNz-
SCHUGHART et al., 2004; LABARBERA, REID & Y00, 2012). Além disso, nesse sistema
as células tumorais também podem ser co-cultivadas com outros tipos celulares,
como as células estromais, reproduzindo além do tumor, o0 microambiente tumoral
(CORREA DE SAMPAIO et al., 2012).

Existem diferentes formas de produzir os esferoides e cada técnica possuira
suas vantagens e limitagcdes. A escolha devera se basear no direcionamento das
perguntas do trabalho. Contudo, didaticamente, eles podem ser divididos em duas
categorias: esferoides produzidos sobre ou embebidos em algum substrato (scaffold-
based); ou aqueles gerados sem nenhum substrato como suporte (scaffold-free).
Veremos alguns exemplos a seguir:

Na primeira categoria os esferoides sao cultivados no topo ou embebidos
dentro de uma MEC sintética ou natural. Alguns exemplos de MEC utilizadas s&o os
polimeros de hidrogéis ou metilcelulose, ou mesmo matrizes ricas em laminina,
fibronectina ou colageno (Xu et al., 2016). Matrigel € uma matriz de hidrogel natural
comercial bastante utilizada, derivada de extratos de membrana basal de células de
sarcoma de camundongo (Engelbreth-Holm-Swarm), rica em laminina, colageno,
proteoglicanos de heparan sulfato e fatores de crescimento (KLEINMAN & MARTIN,
2005; NuNEs et al., 2019). Existe também a possibilidade de cultivar as células
tumorais em sistemas rotatérios, como os biorreatores, os quais através da
movimentacgao rapida e constante de barras magnéticas fornecem fluxo de oxigénio
e nutrientes, além de suportes para organizagéo espacial das células em suspenséo.
Esse sistema normalmente é utilizado para produzir esferoides em grande escala.
Todos estes métodos possuem a desvantagem de produzir esferoides de
quantidade e tamanhos variados (Cul, HARTANTO & ZHANG, 2017; INGRAM et al.,
1997), entao n&o seria a melhor escolha para realizacao de testes highthroughput.

A outra modalidade de cultivo 3D é baseada na formacao espontanea de
esferoides, independente de ancoragem. Os esferoides séo cultivados em condigées
nao-aderentes diversas, e, dessa forma, a adesao célula-célula é maior que a
adeséo célula-substrato (WEISWALD, BELLET & DANGLES-MARIE, 2015).

Ha diferentes métodos para se obter esferoides nao-aderentes. A técnica de
Liquid overlay se baseia na adicdo de uma superficie inerte, ndo-aderente, as placas

de cultura, como o agar ou a agarose, previamente ao cultivo das células,
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prevenindo a adesdo das células a placa e, consequentemente, promovendo a
agregacao das mesmas umas as outras e a MEC produzidas por elas, compactagao
e formacéao da estrutura tridimensional em esfera. Através dessa técnica, a formacao
dos esferoides também é favorecida pela acéo gravitacional (HAM et al., 2016).
Ainda, quando utilizada em placas de 96 pocos, favorece a formacdo de um Uunico
esferoide por poco e de tamanho homogéneo, sendo ideal para testes em grande
escala, além disso, apresentam baixo custo e praticidade. Ha também placas
comerciais revestidas com poliestireno, que proporcionam uma condicdo de baixa
adesao celular (ultra-low attachment plates). Nesse método, € comum a utilizagao de
centrifugacao para agilizar a formagao do esferoide. Apesar do baixo custo e facil
manuseio, formam-se esferoides de tamanhos variados (VINCI et al., 2012; WANG et
al., 2014). A técnica de Hanging drop se baseia na producao de esferoides em gotas
suspensas de meio nutritivo, onde a agao gravitacional também favorece a formagao
dos esferoides (TIMMINS et al., 2005). E uma das técnicas pioneiras, porém mais
laboriosas. Ainda ha a possibilidade de produzi-los utilizando nanoparticulas
magnéticas. As células dispersas sao adicionadas junto as nanoparticulas e através
de aplicagdo de forcas magnéticas (barra magnéticas, por exemplo), sé&o
impulsionadas a agregarem umas as outras (TSENG et al., 2015; WHATLEY et al.,
2014). Uma das desvantagens dessa técnica é a necessidade do pré-tratamento
com as nanoparticulas, as quais possuem preco elevado e a introdugao de
elementos externos ao sistema.

De modo interessante, além das diferentes maneiras de se produzir esferoides,
eles podem apresentar diferentes origens: provenientes de linhagens celulares,
dissociagao de tumor de camundongo ou humano (WANG et al., 2014).

Nao existe um consenso quanto as terminologias utilizadas para referenciar os
esferoides. Weiswald et al., (2015), numa revisao sobre os modelos de esferoides
utilizados para o estudo do cancer, propée uma classificagdo em quatro categorias,
de acordo com sua origem e tipo celular. Os esferoides tumorais multicelulares
(MCTS), aqueles originados a partir de células de linhagem; as tumoresferas,
aqueles produzidos apenas com células-tronco tumorais, tendo suas variagcdes
dependendo do tipo de tumor: mamosferas, neurosferas, etc; os esferoides tumorais
derivados de tecido (TDTS), obtidos através de dissociacdo enzimatica e/ou
mecanica do tumor, seja ele de camundongo ou humano, obtendo uma suspenséao

de células isoladas; e, por ultimo, os esferoides multicelulares organotipicos (OMS),
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obtidos a partir de dissociagdo mecanica, o tumor € apenas seccionado e cultivado
em condigdes ndo aderentes, preservando-se a histologia do mesmo, como o0s
capilares sanguineos. Os autores ainda apontam que o termo, bastante utilizado
nessa area, “organoide”, deveria ser utilizado apenas para nomear culturas 3D
realizadas a partir de células ou tecidos normais (KUPERWASSER et al., 2004;
WEISWALD, BELLET & DANGLES-MARIE, 2015).

1.3.2 Contribuicées do modelo de esferoide para entendimento do cancer de

mama

Cultivos 3D de células epiteliais mamarias nao-tumorais e tumorais ja foram
estabelecidos e tém sido utilizados para diferentes aplicagdes, como o entendimento
da biologia do céancer, estudos de analise terapéutica e avaliagdo de potencial
metastatico das células tumorais.

Em um dos trabalhos pioneiros (EMERMAN et al., 1977), foi demonstrado que
células epiteliais mamarias nao-tumorais obtidas a partir de glandulas mamarias
murinas, quando cultivadas no modelo 3D, sobre uma membrana de colageno e,
uma vez estimuladas com os hormdnios insulina, cortisol e prolactina, apresentam
expressao intracelular e extracelular de caseina, proteina encontrada no leite. Mais
tarde, também demonstraram que esferoides mamarios, quando cultivados sem
adicdo de uma matriz exdgena, além de recapitularem a arquitetura dos acinos, ao
serem estimulados com o horm&nio prolactina expressam proteinas do leite (TIMMINS
et al., 2005). Esses achados mostram que esferoides além de mimetizarem a
morfologia das glandulas mamarias in vivo, séo estruturas funcionais, capazes de
produzir leite.

Os trabalhos do grupo da Mina Bissel tém contribuido bastante em todos
estes aspectos, também desde os anos 80 (BARCELLOS-HOFF et al., 1989; EMERMAN,
BARTLEY & BISSELL, 1981; LEE et al., 1985; LI et al., 1987). Seus estudos com células
mamarias nao-tumorais demonstraram que quando as células sao cultivadas como
esferoides, sdo capazes de mimetizar a arquitetura dos acinos, apresentando
polaridade celular basoapical e expressao de proteinas de membrana basal e de
adeséo similares ao observado in vivo (VIDI, BISSELL & LELIEVRE, 2013). De modo

interessante, um estudo do grupo utilizando esferoides tumorais mamarios,
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demonstrou que é possivel reverter parcialmente o fenétipo tumoral ao bloquear 31
integrina, MAPK ou PI3K, evidenciado por mudangas na morfologia dos esferoides e
reducdo no crescimento, potencial de invasdao e formagao tumoral in vivo
(camundongo nude) (WANG et al., 2002). Seu grupo também evidenciou a
importancia do microambiente tumoral para o desenvolvimento do tumor e resposta
a quimioterapicos, demonstrando que o microambiente tumoral atua como
protagonista na resisténcia a multiplas drogas, enfatizando a importancia de
sistemas in vitro que reproduzam as caracteristicas estruturais do tecido mamario,
como os sistemas 3D, para estudos de quimioterapia experimental (CORREIA &
BIsSELL, 2012). Na verdade, o foco das pesquisas do grupo de Bissel € demonstrar
que qualquer perturbacao na arquitetura e polaridade celular sdo cruciais para a
progressao tumoral. De fato, um outro grupo também ja havia demonstrado que a
perda da arquitetura tecidual, mais especificamente a perda da polaridade apical das
células luminais das unidades ducto-lobulares do tecido mamario, € um evento
critico para o desenvolvimento de tumores (CHANDRAMOULY et al., 2007).

Ainda, um trabalho recente, com esferoides originados a partir de células
mioepiteliais e luminais de pacientes que passaram por mamoplastia de reducéo,
mostrou que é possivel reconstruir o ducto mamario no modelo 3D in vitro e, ainda,
que ao superexpressar o HER2 nas células luminais através de transdugdo com
lentivirus, essas células antes nao-tumorais, passam a obter um fendtipo e
comportamento tumoral, recapitulando caracteristicas do carcinoma ductal in situ,
sendo um modelo interessante para se estudar a interrelagdo entre esses dois tipos
celulares na progressdo do tumor, além de poder ser utilizado para testes com
compostos anticancer (CARTER et al., 2017).

Muitos trabalhos recentes vém descrevendo o potencial da utilizacdo de
esferoides tumorais para estudos de resposta terapéutica in vitro (LEE et al., 2013;
Lv et al., 2017). Inclusive, muitos deles sugerem o modelo de esferoide como sendo
a plataforma ideal para testes highthroughput (HOWES et al., 2014; KUNZ-SCHUGHART
et al., 2004).

A resisténcia a quimioterapicos € uma caracteristica observada nos tumores
in vivo nao representada pelo tradicional modelo 2D. Nessa diregdo, a maioria dos
trabalhos investiga a resposta a quimioterapicos comparando os dois modelos, e tem
demonstrado que as células no modelo 3D apresentam maior resisténcia as drogas

quando comparadas com a mesma concentragao utilizada no modelo 2D (BRESLIN &
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O'DRiscoLL, 2016; LovITT, SHELPER & AVERY, 2015; Xu, FARACH-CARSON & JIA, 2014;
YILDIZ-OzTURK et al., 2017), por exemplo. Algumas das explicagbes sao: a
arquitetura de microtecido que dificulta a internalizacdo da droga (CORREIA & BISSELL,
2012; LoviTT, SHELPER & AVERY, 2018); os esferoides tumorais expressarem genes
relacionados a resisténcia (DOUBLIER et al, 2012; Xu et al., 2016); ou ainda
possuirem taxa de proliferagdo menor, sendo menos responsivos aos
quimioterapicos (GONG et al., 2015; IMAMURA et al., 2015); ou mesmo por albergarem
mais células-tronco tumorais (WANG et al., 2014; YILMAZER, 2018). Independente do
mecanismo utilizado, fica claro que é o melhor modelo para mimetizar o
comportamento tumoral in vivo em resposta a drogas e, portanto considerado uma
importante ferramenta para analise de resposta terapéutica in vitro.

Ainda, sistemas de cultivo 3D heterotipicos (co-cultivo) de células tumorais
mamarias com células endoteliais, fibroblastos e/ou células do sistema imune tem
sido estabelecidos para avaliagdo da progressdo de tumores e resposta a
quimioterapicos, mimetizando ainda mais o microambiente tumoral in vivo (CORREA
DE SAMPAIO et al., 2012; DWYER et al., 2016; HOWES et al., 2014).

Nos ultimos anos, o modelo de esferoide tem demostrado reproduzir
caracteristica morfoldgicas e funcionais dos tumores de pacientes. Esses estudos
tém demonstrado que esferoides mamarios apresentam resposta ao tratamento in
vitro similar aos seus tumores de origem quando tratados com 0s mesmos
quimioterapicos, através da comparagado entre a viabilidade celular dos esferoides
com a resposta patolégica dos pacientes. Sendo ja considerado um sistema
promissor para avaliagao de terapia personalizada (HALFTER et al., 2015; HALFTER &
MAYER, 2017).

Os esferoides também podem ser utilizados para analise de migracdo e
invasdo. Muitos estudos avaliam o potencial invasivo ou migratério das células
tumorais utilizando sistemas tradicionais de Transwell (KRAMER et al., 2013), também
bastante utilizado no modelo em monocamada, em que é possivel quantificar o
nuamero de células que saem do esferoide e passam através de um filtro revestido ou
nao com MEC, ou ainda componentes estromais, como os fibroblastos. Através de
tais sistemas, foi demonstrado, por exemplo, que em condicbes de hipdxia, em
comparagao com normoxia, ha maior migragao das células dos esferoides (WANG et
al., 2018), bem como que células da linhagem MCF-7 tém maior capacidade invasiva

quando cultivadas como esferoides do que em 2D (YILMAZER, 2018). Além disso,
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também foi demonstrado que essa maior capacidade migratéria pode estar
relacionada com o aumento da expressao génica e proteica de marcadores de
células-tronco tumorais nos esferoides, pontuando aqui outra aplicabilidade do
modelo: estudar o papel das célula-tronco tumorais no desenvolvimento do cancer
(BIELECKA et al., 2017; WANG et al., 2014).

Dando continuidade, hoje em dia ja existem modelos, inclusive comerciais,
baseados no cultivo de esferoides em matriz de hidrogel, chamado de “matriz de
invasao”, para observacao e quantificacdo da dispersdo das células (VINCI, BoX &
EccCLEs, 2015).

Também é possivel analisar a migracao utilizando o sistema de co-cultivo. Foi
demonstrado que mondcitos sdo capazes de infiltrar esferoides tumorais de mama
de diferentes linhagens e fibroblastos obtidos a partir do estroma de tumor mamario
(Ksiazkiewicz et al., 2010). Existe um outro método, chamado de “ensaio de
confronto entre esferoides” no qual diferente do anterior, em que se observa células
isoladas invadindo os esferoides, dois esferoides de tipos celulares distintos séo
cultivados juntos e analisa-se o comportamento invasivo de ambos (KRAMER et al.,
2013). Em um estudo utilizando esferoides mamarios e de glioma, demonstrou-se
que, uma vez estimulados com L-endoglina, uma proteina coreceptora do TGF-, as
células tumorais de mama invadiam os esferoides de glioma e, uma vez bloqueando
o TGF-B, essa invasao era suprimida (OXMANN et al., 2008).

Finalmente, recentemente (2014), foi patenteado (C13089) um modelo 3D
utilizando esferoides produzidos a partir de condicbes nao aderentes (ultra-low
attachment), que reproduz diferentes caracteristicas da metastase in vivo, nao
somente a capacidade invasiva das células. O grupo demonstrou que apds completa
reversdao do esferoide para monocamada, as células preservam caracteristicas
essenciais envolvidas no processo metastatico, como o potencial de
migracao/invasao, expressao de proteinas da TEM, quimiorresisténcia e expressao

de marcadores de células-tronco tumorais (KUNJITHAPATHAM et al., 2014).

1.3.3 — Outras aplicagoes

Apesar do foco desse trabalho ser cancer de mama, é racional pensar que o

modelo 3D também tem contribuido para estudos da morfologia e comportamento
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tumoral, além de avaliacdo terapéutica em outros tipos de céncer, como célon,
ovario, pulméo, prostata e cérebro (KRATZ et al., 2019; MIRAB, KANG & MAJD, 2019;
MOSAAD et al., 2018; PAULLIN et al., 2017; ZHANG et al., 2018).

Além disso, dados do nosso grupo demonstraram que cultura de esferoides
de células cardiacas sao funcionais, capazes de produzir estruturas vasculares
quando co-cultivados com células endoteliais e mesenquimais de medula 6éssea,
ainda, capazes de produzir uma rede complexa de matriz extracelular e proteinas de
membrana basal, além de fibrose e hipertrofia quando estimulados, e a responder a
agentes terapéuticos anti-fibréticos (GARzONI et al., 2008; GARzONI et al., 2009;
FERRAO et al., 2018).

Evidenciamos ainda, que utilizando-se esferoides de células mesenquimais
de medula 6ssea co-cultivados com osteoblastos € possivel estudar a proliferacao e
migracado de células hematopoiéticas de medula 6ssea in vitro, (DE BARROS et al.,
2010; Rossl et al., 2005).
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2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estabelecer o cultivo tridimensional de células tumorais mamarias do tipo esferoide

para estudo de resposta terapéutica e metastase in vitro.

2.2 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

Caracterizar o modelo 3D de esferoide tumoral mamario utilizando a linhagem
celular MCF-7, avaliando-se: morfologia, crescimento e expressdo de

proteinas especificas (E-caderina e laminina).

Produzir esferoides a partir de tumores de camundongos com diferentes

capacidades invasivas (4T1 e 67NR).

Caracterizar o modelo 3D para avaliacdo do potencial metastatico in vitro,
analisando migracdo celular e proteinas envolvidas na transicdo epitelial-

mesenquimal (E-caderina e vimentina)

Avaliar o efeito citotoxico e antimetastatico da doxorrubicina e da p-lapachona
através da analise do didmetro dos esferoides, de morte celular, da
viabilidade celular, da migracdo celular e da expressdo de proteinas

envolvidas na transicao epitelial-mesenquimal (E-caderina e vimentina).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagem celular e tumores provenientes de camundongo

Nesse estudo, utilizamos a linhagem celular tumoral mamaria humana MCF-7
(ATCC® HTB-22™), que foi fornecida pelo Dr. Hector Seuanez do Instituto Nacional
de Cancer (INCA). Em colaboracdo com a Dra. Adriana Bonomo da Fundacé&o
Oswaldo Cruz (Fiocruz), nos foram fornecidos tumores mamarios de camundongos
BALB/cJ, formados a partir de células das linhagens tumorais mamarias murinas 4T1

(metastatica) ou 67NR (ndo-metastatica).

3.2 Cultura primaria de células tumorais mamarias murinas

Tumores originados a partir das linhagens tumorais mamarias murinas 4T1 e
67NR nos foram fornecidos, os quais foram transportados a 4 °C, em tubos contendo
meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de antibidtico
(penicilina-estreptomicina) ou solugdo salina, dependendo do protocolo de
dissociagao realizado, como discriminado a seguir. A cultura foi realizada até 2 h
apos retirada dos tumores. Testamos dois protocolos distintos de acordo com dados
da literatura (Vazques et al., 2004 e DuPré et al., 2007). No primeiro protocolo, foi
feita a fragmentacdo e digestdo enzimatica do tumor murino com 5 mg/ml de
colagenase em meio RPMI 1640 + 10% de soro fetal bovino (SFB), durante 2 ciclos
de 40 minutos, havendo troca da solugcado de digestédo entre os ciclos. Ja no segundo
protocolo, utilizamos 10 mg/mL de colagenase diluida em solugao salina balanceada
sem calcio e magnésio (BSS-CMF), e a digestao foi feita durante 1 ciclo de 1 h.
Independente do protocolo realizado, a digestao foi feita a 37 °C, sob agitacdo em
shaker elétrico. Os sobrenadantes foram recolhidos, centrifugados a 200g, por 5
minutos e as células ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de SFB e 1% de antibidtico (penicilina-estreptomicina), sendo mantidas a 37 °C em

atmosfera contendo 5% de CO..
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3.3 Propagacao das células em monocamada (2D) e cultura tridimensional (3D)

Apods as células obterem confluéncia, foram feitos os repiques utilizando-se
tripsina (0,125%) e EDTA (0,02%) em BSS — CMF, pH: 7,8. As células foram
mantidas em garrafas plasticas de cultivo sem qualquer substrato, a 37°C em
atmosfera contendo CO, a 5%, em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de
SFB e 1% de antibidtico. O meio de cultura foi trocado a cada dois dias. Para
producao dos esferoides tumorais, apds a dissociacdo enzimatica com solugao de
tripsina, diferentes quantidades de células por pocgo (3.125 a 25.000), a depender do
experimento, foram introduzidas em placas de 96 pogos com fundo em “U”, contendo
agarose a 1% (GARzZONI et al., 2008; GARzONI et al., 2009). Os esferoides foram
mantidos nas mesmas condi¢cdes descritas acima. A formagao e o crescimento dos
esferoides foram observados e fotografados diariamente, utilizando-se o microscépio
invertido de contraste de fase (Nikon Eclipse TS100, Japao) e o programa BELView,

versao 7.1.

3.4 Tratamento, analise do tamanho do esferoide e ensaio de migragao celular

Apos 5 dias de cultura, os esferoides foram tratados com diferentes
concentragdes da doxorrubicina (dox) (1, 2 e 4 uM) ou do extrato de B-lapachona (B-
lap) (0,3; 0,6 e 1,2 mg/L) durante 72 h, em meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de SFB e 1% de antibidtico. Apds 48 h de tratamento, as células foram retratadas
(GARZONI et al., 2004). As concentracdes estoque da dox e do extrato de B-lap eram
10 mM e 8720 mg/L, respectivamente. Realizamos um experimento inicial e
verificamos que a concentragdo de DMSO no meio de cultura ndo excedia a 0,04% e
nao foi toxica para as células. A partir desse dado, utilizamos como controle do
experimento apenas células ndo tratadas. O extrato de B-lap encontra-se em
processo de patente e foi disponibilizado para este estudo pelos pesquisadores Drs.
Edmilson José Maria e Rodrigo Rodrigues Oliveira (Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro), e Dra. Claudia Coutinho (Universidade Federal
Fluminense). Para os ensaios de migragao, previamente ao tratamento os esferoides
foram transferidos para uma placa de 24 pocgos, sem laminula. Contudo, nos ensaios
envolvendo marcacao para fluorescéncia, eles foram transferidos para a placa de 24

pogos com laminula redonda de vidro revestida com gelatina. Novamente, através
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de microscopia de contraste de fase (Nikon Eclipse TS100, Japao) e auxilio do
programa BELView, versédo 7.1, o tamanho ou migragédo das células dos esferoides
foram acompanhados e fotografados a cada 24 h. A analise do tamanho do
esferoide foi feita através da quantificacdo do didmetro do mesmo e, a migragao,
avaliando o didmetro de dispersdo das células, utilizando o programa Image J
(EUA).

3.5 Analise do centro necrético

Para avaliagdo do centro necrético, depois de uma semana de cultura, os
esferoides com diferentes tamanhos (3.125 a 25.000 células por pogo) foram
incubados durante 30 minutos com iodeto de propideo (IP) (556547, BD
Biosciences, EUA), resultando em uma concentragdo final de 0,5 ug/mL. A
marcacao para IP foi analisada usando o microscépio confocal invertido de varredura
a laser LSM 710 (Zeiss, Alemanha). Como dado complementar, realizamos também
a coloragao dos esferoides com solugdo de Giemsa. Para isso, eles foram
criopreservados e seccionados utilizando-se o criomicrotomo (Leica, Alemanha). Os
cortes foram fixados em Bouin (75 mL de solugéo de acido picrico a 1,2%, 25 mL de
formalina (37% formaldeido) e 5 mL de acido acético) durante 10 minutos, em
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram coradas com solugao de
Giemsa (1:10) em agua destilada e desidratadas em gradiente
crescente/decrescente de xilol-acetona. As laminas foram montadas em Permount
com laminulas de vidro e as imagens obtidas usando microscopia de campo claro

(Zeiss, Alemanha).

3.6 Analise de morte celular

Apdés 5 dias de cultura, os esferoides foram tratados com diferentes
concentragbes da dox (1, 2 e 4 uM) por 48 h ou com a maior concentragdo do
extrato de B-lap (1,2 mg/L) por 72 h. A analise de morte celular foi feita através de
citometria de fluxo, utilizando o intercalante de DNA fluorescente 7-
aminoactinomicina D (7-AAD) (BD Via-Probe™) (555815, BD Bioscience, EUA). O 7-
AAD é excluido pelas células viaveis, sendo utilizado para discriminacdo de morte

celular. Apés dissociacao dos esferoides com solucao de tripsina/EDTA em BSS-
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CMF, as células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 e incubadas por 20 min
a 4 °C com 20 pl de 7-AAD (ready-to-use solution), conforme indica o protocolo do
fabricante. Células aquecidas em banho seco a 60 °C por 10 min e marcadas com 7-
AAD foram usadas como controle positivo e células ndo marcadas foram utilizadas
como controle negativo. Apos lavagem e fixagdo com 4% de paraformaldeido, as
amostras foram adquiridas em citbmetro de fluxo FACScalibur (BD Biosciences,
EUA) e a analise dos dados feita através do software Summit 6,1 (Beckman Coulter,
EUA).

3.7 Analise de viabilidade celular

Para analise de viabilidade celular, apés 5 dias de cultura, os esferoides
foram tratados com as distintas concentragdes da dox (1, 2 e 4 uM) e o tratamento
foi mantido durante 72 h. Uma vez que s6 detectamos alteragdo colorimétrica apos
24 h de incubacgédo dos esferoides com o AlamarBlue® (ready-to-use - rezazurina)
(Thermo Scientific, EUA), 24 h antes dos endpoints, os esferoides foram incubados
com 20 pl (10% do volume do meio) do reagente a 37 °C, seguindo as
especificagdes do protocolo do fabricante. A absorbancia foi medida a 570 nm e 600
nm, usando o espectrofotdmetro de microplacas Spectramax plus 384 (Molecular
Devices, EUA). A viabilidade celular foi definida a partir do célculo da razao (em

porcentagem) entre cada condicao tratada pela nao tratada (controle).

3.8 Microscopia confocal e de fluorescéncia

Apds 48 h de tratamento com dox (4 uM) ou B-lap (0,6 mg/L), os esferoides
foram lavados 2x com tampéao fosfato-salino (PBS) a 4 °C, corados com azul de
metileno (para melhor visualizagdo dos esferoides), incluidos em Tissue-Tek O.C.T
Compound (Japéo), e armazenados em nitrogénio liquido até sua utilizagdo. As
amostras foram seccionadas (5 um) através de criomicrotomia e fixadas com
paraformaldeido (PFA) a 4%, por 10 minutos, a 4 °C. Apds lavagem com PBS, os
cortes foram permeabilizados com PBS + Triton X-100 a 0,1%. Para os ensaios de
migragéo, os esferoides foram fixados e permeabilizados com etanol absoluto

(Merck, Alemanha), por 20 minutos. Em seguida, as ligagbes inespecificas foram
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bloqueadas com PBS (ensaio de migragdo) ou tampao Tris-salino (TBS) (cortes)
contendo 4% de albumina de soro bovino (BSA), e as células foram incubadas com
anticorpos primarios (especificados na Tabela 3.1) diluidos na solugao de bloqueio,
overnight (16 a 20 h), a 4 °C. Apos bloqueio com BSA a 1% em PBS ou TBS, as
células foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados a Alexa 488/594
(Tabela 3.1), durante 1 h, a 37 °C. Os controles negativos foram preparados
incubando apenas o anticorpo secundario, estando ausentes anticorpos primarios
especificos para as proteinas do estudo. A marcagao do nucleo das células foi feita
com o 1-4-Diazabiciclo[2.2.2]octano (DAPI) na concentragao de 0,2 mg/ml, incubado
por 5 a 10 minutos, a 20 °C. As laminas foram montadas com ProLong® Gold
Antifade Mountant para posterior analise, utilizando o microscépio confocal invertido
de varredura a laser LSM 710 (Zeiss, Alemanha), e as imagens processadas com o

auxilio do programa Zen lite 2.3 (blue edition) (Zeiss, Alemanha).

Tabela 3.1: Anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia.

Anticorpos Fabricante/cédigo Diluicao
Anticorpo primario IgG de Sigma — SAB5500022 1:100
coelho anti-E-caderina
Anticorpo primario IgG de Sigma — V5255 1:200
camundongo anti-vimentina
Anticorpo primario IgG de Sigma — F3648 1:200

coelho anti-fibronectina

Anticorpo primario IgG de Sigma - L9393 1:50

coelho anti-laminina

Anticorpo primario IgG de ABCAM - ab16667 1:100

coelho anti-Ki-67

Anticorpo secundario de Thermo Scientific - 1:800
cabra anti-lgG de A21203

camundongo conjugado a
Alexa Fluor® 594

Anticorpo secundario de Thermo Scientific - 1:800
cabra anti-lgG de A21206
coelho conjugado a Alexa
Fluor® 488
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3.9 Western Blotting

Para o preparo dos esferoides para a realizagédo do Western blotting, apos
duas lavagem com PBS a 4 °C, foi feita a extracdo de proteinas das células,
utilizando o tampéo de lise RIPA (50 mM Tris—HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,1% SDS,
1% desoxicolato de sdédio), contendo 10% de inibidores de protease (13136600,
Roche, EUA) e 10% de fosfatase (P0044, Sigma, EUA) seguido por sonicagéo (2
ciclos de 10 segundos, 120 W, 20 kHz, amplitude 20%), utilizando o equipamento da
empresa Fisher Scientifc (FB120, Pittsburgh, EUA).

A dosagem de proteinas foi realizada utilizando-se o kit BCA (Pierce — Life
Technologies, EUA), segundo as instrugdes do fabricante. A absorbancia do total de
proteinas nas amostras foi comparada com a curva padrdo de BSA 1 mg/mL. As
amostras foram mantidas em nitrogénio liquido até o momento do experimento.

Dez microgramas de proteinas totais foram suficientes para realizagdo do
ensaio, as quais foram diluidas em tampao de amostra 5x (Tris-HCI 80 mM pH 6,8;
SDS 2%; glicerol 12%; p-mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,05%),
submetidas a temperatura de 100 °C por 5 minutos e separadas em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Running Gel: 10%
Bis/Acrilamida; 0,37M Tris (pH6, 8); 0,2% SDS; 0,1% Persulfato de aménio e 0,04%
TEMED. Stacking Gel: 5% Bis/Acrilamida; 0,19 M Tris (pH 8,8); 0,2% SDS; 0,1%
persulfato de amonio e 0,1% TEMED. Sobre o gel, foi aplicado um campo elétrico de
100 Volts, separando as proteinas de acordo com seu peso molecular.

Apods eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (1620115, Bio-rad, EUA). Visando inibir as ligagdes inespecificas, foi
feito bloqueio com solugdo contendo TBST (Tris 50 mM, NaCl 150mM, Tween 20
0,1%) e 5% de leite em p6 desnatado (MOLICO®) por 1 hora. Em seguida, os
anticorpos primarios (detalhados na Tabela 3.2), previamente diluidos em solu¢ao de
blogueio, foram incubados overnight (16 a 20 h), a 4 °C. Os anticorpos secundarios
(Tabela 3.2), também diluidos em solugao de bloqueio, foram incubados por 1 hora a
temperatura ambiente. O anti-GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi
incubado overnight (16 a 20 h), a 4 °C, sendo utilizado como controle endégeno. A
revelacdo da peroxidase foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando-se o kit
Super Signal West Pico (Pierce Biotechnology, EUA) e fiimes de Raios-X. A
densitometria foi realizada utilizando-se o programa Studio Lite, versdo 4.0 (NIH,

EUA). A expressdo relativa das proteinas-alvo (E-caderina e vimentina) foi
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determinada pela razdo entre os valores de intensidade de suas bandas pelos
valores de intensidade das bandas do GAPDH. Os valores de expressao relativa das
amostras tratadas foram normalizados pelos valores das amostras nao tratadas no

mesmo tempo de cultura.

Tabela 3.2: Anticorpos utilizados nos ensaios de Western Blotting.

Anticorpos Fabricante e codigo do Diluicao
produto
Anticorpo primario IgG de Sigma — SAB5500022 1:2.000
coelho anti-E-caderina
Anticorpo primario IgG de Sigma — V5255 1:3.000
camundongo anti-vimentina
Anticorpo primario IgG de Fitzgerald - 10R-G109a 1:80.000
camundongo anti-GAPDH
Anticorpo secundario de R&D Systems — HAF007 1:1.000

cabra anti-lgG de
camundongo conjugado a

peroxidase

Anticorpo secundario de R&D Systems — HAF008 1:1.000
cabra anti-lgG de coelho

conjugado a peroxidase

3.10 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism, versao
5.0 (Graph-Pad Software Inc.), aplicando-se os testes One-way ou Two-way ANOVA
e pos-teste Bonferroni. Ou ainda, o teste de Mann Whitney, como indicado nas
legendas das figuras. Os dados foram apresentados como médiatdesvio padrao de
no minimo 3 experimentos, considerando a média de 5 esferoides por condicio
experimental. Para o Western Blotting, fizemos um pool de 70 esferoides/ condigao
(FERRAO et al., 2018). Considerou-se diferenga significativa quando p <0,05 (*), p
<0,01 (**) ou p <0,001 (***).
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4 RESULTADOS

4.1 Estabelecimento do modelo 3D do tipo esferoide

O passo inicial do estudo foi o desenvolvimento de um modelo 3D sem
utilizacao de substratos, visando a geragao espontanea de esferoides sem influéncia
de fatores externos, como matrizes exdgenas (por exemplo, Matrigel), ou seja,
dentro da categoria scaffold-free. Dessa forma, revestimos placas de 96 pogos com
fundo em “U” com uma fina camada de agarose a 1%, obtendo-se uma superficie
nao-aderente. Com base em estudos anteriores do nosso grupo (GARZONI et al.,
2008; GARZzZONI et al., 2009), as células em diferentes densidades (3.125 a 25.000
células por pogo), foram introduzidas nas placas e a formagcao e morfologia dos
esferoides foram observadas durante 10 dias, utilizando microscopia de contraste de
fase.

Em nosso sistema 3D, as células MCF-7 aderiram umas as outras,
espontaneamente, gerando um unico esferoide por pogo, de tamanho uniforme em
apenas um dia de cultivo. Esferoides de todos os tamanhos exibiram geometria
esférica e formato compacto e um centro necrético que foi observado ser mais
proeminente ao longo do tempo e com o aumento do tamanho dos esferoides. Por
exemplo, o centro necrotico s6 foi possivel ser visto a partir do sétimo dia de cultura
nos esferoides de menor tamanho (3.125 células/pogo), enquanto que nos maiores
esferoides (25.000 células/pogo), foi observado ja no segundo dia. Ainda, foi
possivel notar a diferenga no tamanho do esferoide dependendo do numero inicial
de células introduzidas nos pogos. Comparando, novamente, os esferoides de
menor e maior tamanho, no quinto dia, o primeiro apresentava didmetro em torno de
350 um, ao passo que o didametro do segundo era de aproximadamente 580 um.
Além disso, todos os esferoides cresceram com o tempo de cultura, comecando a
crescer entre o quinto e sétimo dia. Exceto o de maior tamanho, que apresentou
didmetro/area aumentado apenas no décimo dia de cultivo, (Figura 4.1 A, B e C).

Investigamos também o centro necrético dos esferoides pela marcagdo com
iodeto de propideo (IP) e coloragdo com Giemsa, além de avaliar a proliferagao
celular através da expresséao de Ki-67, por imunofluorescéncia. Como esperado, os
esferoides apresentaram marcagao para IP na sua regidao central, confirmando a

morte celular por necrose nessa area (Figura 4.2 A - D). O centro necrético também
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pbde ser visualizado quando o esferoide foi corado com solu¢ao de Giemsa (Figura
4.2 E). A analise de proliferagado celular demonstrou a expressao de Ki-67 mais
proeminente na periferia do esferoide (Figura 4.2 F). Como caracterizacao adicional,
também verificamos, por imunofluorescéncia, que os esferoides produzidos com a
MCF-7 apresentavam, como esperado, imunorreatividade para E-caderina, marcador
de células epiteliais, e foram capazes de produzir sua propria matriz extracelular

revelada pela marcacéo para laminina (Figura 4.3 A e B).
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Figura 4.1: Estabelecimento de esferoides com a linhagem celular MCF-7. A: Imagens
representativas mostrando crescimento e morfologia dos esferoides com diferentes densidades,
durante 10 dias, por microscopia de contraste de fase. Foi possivel notar a diferenga no tamanho do
esferoide, dependendo do numero inicial de células plaqueadas nos pocgos. B e C: Dados
quantitativos da area e diametro, respectivamente. Todos os esferoides, exceto o de maior tamanho,
cresceram ao longo do tempo, comegando a crescer entre os dias 5 a 7 de cultura. Os dados
quantitativos s&o expressos como média + desvio padréo de um experimento (n = 10). ** p <0,01; ***
p <0,001. Teste One-way ANOVA. Pos-teste Bonferroni.
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Figura 4.2: Os esferoides tumorais mamarios mimetizam as caracteristicas dos tumores
avasculares. A-D: marcacgao para iodeto de propideo (IP), mostrando nucleo necroético nos esferoides
de diferentes densidades; 3.125 (A), 6.250 (B), 12.500 (C), 25.000 (D). E: coloragédo com Giemsa
mostrando centro necrotico e morfologia do esferoide de densidade 6.250. F: Imunofluorescéncia
mostrando a expressao de Ki-67 em verde. A coloracdo do DNA com DAPI pode ser observada em
azul. A expressao de Ki-67 foi mais proeminente na periferia do esferoide.
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Figura 4.3: Os esferoides tumorais mamarios expressam marcador epitelial e produzem sua
propria matriz extracelular. A e B: Imunofluorescéncia mostrando a expressao de E-caderina (E-
cad) e vimentina (VIM), respectivamente. Os esferoides apresentaram imunorreatividade para a E-
caderina, marcador epitelial, e foram capazes de produzir sua propria matriz revelada pela marcagao
para laminina.
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4.2 Producao de esferoides a partir de tumores mamarios murinos

Apdés a geragao de esferoides a partir da linhagem celular MCF-7, nos
questionamos se seria possivel produzir esferoides mamarios primarios a partir de
tumores de camundongos. Nessa diregao, foram obtidos tumores formados a partir
das linhagens celulares 4T1 e 67NR, os quais passaram por digestdo mecanica e
enziméatica com solucdo de colagenase. E importante ressaltar que os tumores da
4T1 sao altamente metastaticos, enquanto os tumores da 67NR nido metastatizam.
Preparamos esferoides a partir de células isoladas diretamente dos tumores (Figura
44 E e F); mas também, a partir de monocamadas produzidas com as células
isoladas dos tumores (Figura 4.4 G e H). O cultivo em monocamada (cultura 2D) ndo
teve necessidade de utilizagao de substrato e as células atingiram a confluéncia em
72 h, podendo ser utilizadas para repique. A formacao dos esferoides produzidos
tanto de células isoladas diretamente dos tumores como a partir de monocamadas
ocorreu apo6s 24 horas de cultivo e os esferoides formados apresentaram morfologia
semelhante (Figura 4.4 E - H).
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Figura 4.4: Produgao de esferoides a partir de tumores de camundongos. A-H: Microscopia de
contraste de fase mostrando cultura em monocamada (2D) no tempo de 24h (Ae B) e 72h (Ce D) e
cultura tridimensional (3D) das células tumorais 4T1 (A, C, E e G) e 67NR (B, D, F e H). Os tumores
de ambas as linhagens celulares foram dissociados enzimatica e mecanicamente e foram capazes de
aderir na superficie plastica, crescer e formar monocamadas confluentes ao longo do tempo (A-D),
além de formar esferoides de células isoladas diretamente dos tumores (E e F) e a partir de
monocamadas (G e H), apds 24 h de cultura.
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4.3 Caracterizagao do ensaio de migragao para avaliagao do potencial
metastatico in vitro

Outro parametro importante relacionado a progressao tumoral é a capacidade
de migracdo/invasao das células tumorais. Buscamos avaliar esses parametros
utilizando esferoides com 5 dias de cultura que foram transferidos para placas de 24
pogos visando a adesdo dos esferoides para analisarmos a capacidade migratoria
das células.

Os esferoides foram capazes de aderir e as células migraram ao longo do
tempo de cultura, independente do uso de substratos, como a gelatina (dados néo
mostrados). Observamos que as células MCF-7 migraram do esferoide para a placa
em diregbes distintas, formando alguns nichos ou “aglomerados de migragao”,
sugerindo migragao coletiva de células (Figura 4.5 A e B). Ainda, pudemos observar
diminuicdo na expressdo de fibronectina nos locais onde as células tumorais
extravasaram (Figura 4.5 C). Além disso, as células na periferia da zona de
migracado foram observadas migrando em conjunto com outras células e exibindo
caracteristicas tipicas de migracéo, como filopddia e morfologia fusiforme (Figura 4.5
A-C).

Na tentativa de verificar se esse modelo realmente reproduz caracteristicas da
metastase, como a transicdo epitelial-mesenquimal, analisamos por
imunofluorescéncia, a expressao de E-caderina (E-cad) e vimentina (VIM).
Observamos que as células préximas a borda dos ETM expressavam E-cad e esse
marcador se perdia ao atingir a zona periférica de migracao (Figura 4.5 D). De modo
contrario, observamos reduzida expressao de VIM nas células localizadas proximo a
borda dos esferoides e alta expressdo nas células da zona periférica de migragcao
(Figura 4.5 E). Ainda, observamos nesta area células com morfologia achatada e/ou
fusiforme, caracteristicas tipicas das células mesenquimais (Figura 4.5 C e F). Este
resultado reproduziu, pela primeira vez, o processo de TEM em ETM, onde as
células perdem o marcador E-cad e ganham VIM a medida que se tornam mais
distantes do esferoide, passando a apresentar morfologia de células mesenquimais,

mimetizando in vitro uma caracteristica importante da metastase in vivo.
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Figura 4.5. Ensaio de migracdao com esferoides reproduz caracteristicas da metastase in vivo.
A e B: imagens representativas com contraste de fase mostrando “aglomerados de migragéo”
(asterisco), sugerindo migragao coletiva de células. Em B, também foi possivel observar células na
periferia da zona de migragdo migrando em grupos e exibindo caracteristicas tipicas de migracao,
como fillopddia (seta). C - F: Marcagao por imunofluorescéncia para fibronectina (FN) (C), E-caderina
(E-cad) (D e F) e vimentina (VIM) (E), em verde. Em C, péde-se ver um “aglomerado de migragao”
(asterisco) e diminuigdo da expressao de fibronectina nessa area. Ainda, foi possivel observar células
migratdrias na periferia com morfologia fusiforme (seta). D e E: processo de TEM: as células perdem
a marcacao para E-cad (D) e ganham VIM (E) & medida que as células se tornam mais distantes do
esferoide. F: zoom de uma célula com morfologia achatada na periferia (inset), caracteristica tipica
das células mesenquimais. Os nucleos foram marcados com DAPI.
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4.4 Validacao do modelo de ETM para teste de resposta terapéutica

4.4 1 Doxorrubicina induz citotoxicidade nos ETM

Nosso proximo passo foi testar o efeito antitumoral in vitro da dox nos ETM da
linhagem celular MCF-7. A partir deste momento, realizamos todos os experimentos
utilizando os esferoides com a densidade de 6.250 células por pogo, pois no dia em
que comegavam a crescer (quinto dia - dia escolhido para iniciar o tratamento),
apresentavam centro necrotico e células proliferativas na periferia (Figuras 4.1 e
4.2), caracteristicas tipicas de esferoides grandes e tumores avasculares.

Primeiro, analisamos o efeito de concentragdes distintas da dox (1, 2 e 4 uM)
sobre o tamanho dos esferoides, durante 72 horas. Nossos resultados revelaram
reducao de 5,7% (p<0,05) do didmetro dos esferoides apds 24 horas de tratamento,
comparando o controle ndo tratado com a maior concentracdo da dox. No tempo de
48 horas de tratamento houve diminuicdo de 8,4% (p<0,001) do tamanho dos
esferoides na menor concentragao utilizada, 10,3% (p<0,001) na concentragao de 2
uM e 12,2% (p<0,001) utilizando 4 uM da dox. Com 72h de tratamento, a redugao foi
de 10,3% (p<0,001) (1 uM), 14,2% (p<0,001) (2 uM) e 18,6% (p<0,001) (4 uM).
Esses resultados sugerem um efeito citotoxico dessa droga nos ETM (Figura 4.6 A -
E).

Posteriormente, analisamos a morte celular por citometria de fluxo. Para este
fim, os esferoides foram tripsinizados e as células isoladas foram incubadas com o
7-AAD. Observamos que todas as concentragdes da dox induziram a morte celular
em todos os tempos estudados (Figura 4.7 A e B). Com 24 horas de tratamento
houve aumento da marcacdo para 7-AAD de 135% (p<0,01), 223% (p<0,001), e
268% (p<0,001), comparando o controle com a menor concentragdo, concentragéo
intermediaria e maior concentracdo da dox, respectivamente. Ja no tempo de 48
horas, verificamos aumento de 169% (p<0,001) desse marcador de morte celular
utilizando a menor concentragao da dox, 214% (p<0,001) na concentragéo de 2 uM
e 268% (p<0,001) na concentracdo de 4 uM (Figura 4.7 A e B). Também
investigamos a viabilidade celular, realizando o ensaio com Alamarblue®, e nossos
resultados corroboraram os dados acima, indicando diminui¢do da viabilidade celular
durante o tratamento com a dox em todos os tempos analisados (Figura 4.7 C). No
tempo de 24 horas houve redugao da viabilidade celular de 20,3% (p<0,05), 22,4%

45



(p<0,05) e 21,6% (p<0,05), comparando o controle com as concentragdes de 1, 2 e
4 uM, respectivamente. Ja com 48 horas, verificamos redugéo de 43,3% (p<0,001)
(1 uM), 44,3% (p<0,001) (2 uM) e 43,6% (p<0,001) (4 uM). No tempo de 72 horas
esse efeito foi ainda mais pronunciado, a redugao foi de 71,2% (p<0,001) (1 uM),
73,8% (p<0,001) (2 uM) e 76,8% (p<0,001) (4 uM) (Figura 4.7 C).
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Figura 4.6: Doxorrubicina reduz o tamanho do esferoide. A-D: Imagens representativas de
microscopia de contraste de fase dos esferoides nao tratados (ctr) (A) e tratados com 1uM (B), 2uM
(C) e 4uM (D) de dox, no tempo de 48 h de tratamento. Além da redugdo no tamanho dos esferoides,
foi possivel observar morfologia alterada. E: Grafico mostrando reducéo do didmetro do esferoide ao
longo do tempo, durante o tratamento com dox, comparando com o controle ndo tratado. Os dados
quantitativos sdo expressos como média + desvio padrdo de quatro experimentos, analisando cinco
esferoides por condigdo experimental. * p <0,05; *** p <0,001. Teste Two-way ANOVA. Pds-teste
Bonferroni.
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Figura 4.7: Doxorrubicina induz citotoxicidade nos esferoides. A: Dot Plot representativo da
marcacgao para 7-AAD por citometria de fluxo. B: porcentagem de células positivas para 7-AAD,
mostrando aumento de morte celular durante o tratamento com dox. C: Ensaio com Alamarblue®. Os
resultados revelaram viabilidade celular reduzida durante o tratamento com dox em todos os tempos
analisados. Os dados quantitativos sdo expressos como média + desvio padrao de trés experimentos,
analisando cinco esferoides por condigdo experimental. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Teste
Two-way ANOVA. Pos-teste Bonferroni.
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4.4.2 Doxorrubicina inibe potencial metastatico in vitro

Posteriormente, comegamos a analisar o efeito do tratamento com a dox sobre
a migragao/potencial metastatico das células MCF-7. Esferoides com 5 dias de
cultura foram transferidos para uma placa de 24 pogos para permitir a adesao celular
e foram tratados com concentragdes distintas da dox (1, 2 e 4 uM) por 72 horas.
Observamos diminuigdo de 16,1% (p<0,001) na dispersao das células a partir dos
esferoides, apds 24 horas de tratamento, quando as células foram tratadas com a
maior concentracdo da dox. No tempo de 48 horas houve diminuicdo de 7,0%
(p<0,01) na dispersédo das células, na menor concentragao utilizada, 19,7%
(p<0,001) na concentragéo de 2 uM e 32,8% (p<0,001) utilizando 4 uM da dox. Com
72 horas de tratamento, a reducgao foi de 20,8% (p<0,001) (1 uM), 34,4% (p<0,001)
(2 uM) e 43,0% (p<0,001) (4 uM). Esses resultados indicam que a dox foi capaz de
inibir a migragao das células tumorais (Figura 4.8 A - B). A inibicdo da migragao pela
dox nao foi apenas observada pela reducdo do didmetro da dispersao celular,
também foi possivel observar a diminuicdo dos “aglomerados de migracéo” e do
numero de células saindo dos ETM (Figura 4.8 C).

A partir desses dados, nos perguntamos se o tratamento com dox poderia
interferir de alguma forma no processo de TEM. Para responder a esse
questionamento, analisamos por Western Blotting e imunofluorescéncia, o conteudo
de E-caderina e vimentina nas células tratadas e n&o tratadas. Nossos resultados de
WB revelaram aumento do conteudo de E-cad (33,8%, p=0,0087) e diminuigdo do
conteudo de VIM (44,0%, p=0,0043) durante o tratamento com dox (Figura 4.9 A e
B). Através de imunofluorescéncia, observamos que nos esferoides controles a
marcacao de E-cad ocorreu principalmente nas células proximas ao esferoide
enquanto que durante o tratamento com dox a marcacéao foi observada também nas
células da zona periférica de migragdo. Observamos ainda, menor marcagéo de

VIM nessa mesma regiao (Figura 4.9 C - F).
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Figura 4.8. Doxorrubicina inibe a migragao celular. A-D: Imagens representativas da microscopia
de contraste de fase dos esferoides ndo tratados (ctr) (A) e tratados com 1uM (B), 2uM (C) e 4uM (D)
de dox, apds 48 h de tratamento. E: Grafico mostrando a quantificagdo da diminui¢cdo da dispersao
celular a partir do esferoide, durante o tratamento com dox, comparando com o controle ndo tratado.
F e G: marcagdo do DNA com DAPI em azul, mostrando reducdo dos “aglomerados de migragao”
(asterisco) (inset) e numero de células que saem dos esferoides na condigao tratada (G) comparando
com os esferoides nado tratados (F). Os dados quantitativos sdo expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos, analisando cinco esferoides por condicao experimental. ** p <0,01; *** p
<0,001. Teste Two-way ANOVA. Pos-teste Bonferroni.
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Figura 4.9. Doxorrubicina inibe o processo de TEM. A e B: /munoblotting para avaliagdo do
conteudo de E-caderina (E-cad) (A) e vimentina (VIM) (B) durante a migragao celular, apés 48 h de
tratamento. Analises de densitometria revelaram aumento do conteudo de E-cad e diminuigao de VIM
durante o tratamento com dox. C-F: Ensaio de imunofluorescéncia mostrando marcagéo para E-cad
(D) também na zona periférica de migragdo e diminuigdo da marcagéo de VIM (F) quando as células
foram tratadas com dox (D e F) comparando com a condi¢do néo tratada (C e E). Os nucleos foram
marcados com DAPI. Os dados quantitativos sdo expressos como média + desvio padrdo de seis
experimentos. ** p <0,01. Teste de Mann Whitney.
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4.4.3 B-lapachona induz citotoxicidade nos ETM

Na segunda parte do trabalho, decidimos investigar o efeito da p-lap nos ETM,
utilizando nosso modelo de esferoide e a linhagem celular MCF-7. Primeiramente,
realizamos uma curva dose resposta avaliando o efeito de concentracdes distintas
do extrato de B-lap (0,3; 0,6; 1,2; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L) sobre o tamanho dos
esferoides, durante 72 horas de tratamento. Como o composto ainda encontra-se em
processo de patente, fizemos a curva acima utilizando como referéncia dados ainda
ndo publicados na literatura (Relatério Final do Projeto Biocida Verde, 2017-UENF)
do ensaio de citotoxidade com a linhagem tumoral HCT-8, em que foi verificado
efeito citotéxico a partir da concentragédo de 1 mg/L da B-lap. Nossos resultados
demonstraram que, com apenas 24 horas de tratamento (e que se manteve até 72
horas), as trés maiores concentracées de B-lap foram toxicas para as células.
Comparando com o controle, em que é possivel observar o centro necrético mais
escuro e as bordas claras, verificamos que a morfologia das células tratadas com -
lap foi alterada: o esferoide apresentou coloracdo escura por toda sua extensao,
sendo dificil discriminar o centro necrético da periferia de células viaveis (Figura 4.10
A). Por esse motivo, decidimos realizar todos os experimentos utilizando as trés
concentragcdes mais baixas. Ao analisar o tamanho dos ETM durante o tratamento,
observamos diminuigdo do didmetro dos mesmos (12,9%, p<0,01) apds 72 horas,
utilizando a concentragao de 1,2 mg/L de B-lap, quando comparados com o controle
nao tratado. Além disso, nesse tempo de tratamento, também pudemos observar
que os esferoides estavam bastante danificados, sugerindo um efeito citotdxico da B-
lap (Figura 4.10 B - C). Em seguida, na tentativa de elucidar esses dados,
analisamos a morte celular por citometria de fluxo. Os esferoides foram tripsinizados
e as células isoladas foram incubadas com o 7-AAD. Observamos que quase 100%
(p<0,05) das células morreram ap6s 72 horas de tratamento com B-lap na
concentracao de 1,2 mg/L (Figura 4.11 A e B), corroborando os resultados obtidos

acima.

52



A _ 2,5 mg/L 5,0 mg/L 10,0 mg/L

24 h
B ctr 1,2 mg/L
72 h
C
600+
E 550+ - cfr
=
= = 0,3
£ 500- T 0.6 | B-lap(mglL)
£ - 12
“©
0O 4504
400 T T T T
> o > o

Tempo de tratamento

* versus cfr

Figura 4.10: B-lapachona reduz o tamanho do esferoide. A e B: Imagens representativas de
microscopia de contraste de fase dos esferoides da linhagem celular MCF-7. A: Esferoides tratados
com 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L apds 24 h. As trés maiores concentracoes de B-lap foram toxicas para as
células. B: Esferoides nao tratados (ctr) e tratados com 1,2 mg/L de B-lap, no tempo de 72 h de
tratamento. Observamos diminuicdo do tamanho dos esferoides e morfologia alterada. C: Grafico
mostrando redugdo do didmetro do esferoide com 1,2 mg/L de B-lap no ultimo tempo estudado,
comparando com o controle ndo tratado. Os dados quantitativos sdo expressos como média + desvio

padrdo de trés experimentos, analisando cinco esferoides por condigdo experimental. ** p <0,01.
Teste Two-way ANOVA. Pés-teste Bonferroni.
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Figura 4.11: B-lapachona induz citotoxicidade nos esferoides. A: Dot plot representativo da
marcagado das células MCF-7 para 7-AAD, por citometria de fluxo. B: porcentagem de células
positivas para 7-AAD, mostrando quase 100% de morte celular durante o tratamento com B-lap. Os
dados quantitativos sdo expressos como média * desvio padrdo de trés experimentos, analisando
cinco esferoides por condi¢gdo experimental. * p <0,05. Teste Two-way ANOVA. Pés-teste Bonferroni.
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4.4.4 B-lapachona inibe potencial metastatico in vitro

Também nos perguntamos se a B-lap poderia interferir na migragao/potencial
metastatico das células in vitro. Para responder nossa pergunta, realizamos o ensaio
de migragao, em que os esferoides foram transferidos para a placa de 24 pocgos para
permitir a adeséao celular e tratados com concentragdes distintas de B-lap (0,3; 0,6 e
1,2 mg/L), durante 72 horas. Todas as concentragbes de B-lap, durante todos os
tempos estudados (exceto a menor concentragao no tempo de 24 horas) diminuiram
a dispersdo das células a partir dos ETM, comparando com a condi¢do ndo tratada
(ctr) (Figura 4.12 A - E). No tempo de 24 horas de tratamento houve diminuicao de
19,1% (p<0,001) na disperséo celular utilizando a concentragéo de 0,6 mg/L e 35,3%
(p<0,001) utilizando 1,2 mg/L da B-lap. Com 48 horas de tratamento, a redugéao foi
de 9,9% (p<0,05) (0,3 mg/L), 34,3% (p<0,001) (0,6 mg/L) e 50,9% (p<0,001) (1,2
mg/L). Ja com 72 horas, verificamos diminuigdo de 18,2% (p<0,001) (0,3 mg/L),
44,7% (p<0,001) (0,6 mg/L) e 66,9% (p<0,001) (1,2 mg/L). Além da redugédo do
didmetro de dispersdo celular, também foi possivel observar diminuicdo dos
“agrupamentos de migracao” e da quantidade de células saindo dos ETM, sugerindo
inibicdo da migracao coletiva (Figura 4.12 F e G). Estes resultados indicam que a -
lap foi capaz de inibir a migragéo de células tumorais.

Posteriormente, decidimos verificar se o tratamento com a B-lap poderia inibir
ndao somente a migragdo celular, mas também a TEM. Para este propdsito,
comparamos do conteudo de E-caderina e vimentina nas células que migraram a
partir dos esferoides tratados e nao tratados, através das técnicas de Western
Blotting e imunofluorescéncia. Nossos resultados de WB revelaram que o tratamento
com a B-lap induziu aumento do conteudo de E-cad (18,4%, p=0,0190) e diminui¢cao
da VIM (34,3%, p=0,0381), quando comparamos com a condigdo nao tratada (Figura
413 A e B). Nossos resultados de imunofluorescéncia corroboraram os dados
obtidos acima, nos quais observamos maior marcagcdo para E-cad e menor
marcagao para VIM durante o tratamento com B-lap (Figura 4.13 D e F), quando
comparamos com controle (Figura 4.13 C e E). Foi possivel também observar

células com fenotipo mesenquimal na periferia da migragéo (Figura 4.13 E).
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Figura 4.12: p—lapachona inibe a migragao celular. A-D: Imagens representativas da microscopia
de contraste de fase de esferoides nao tratados (ctr) (A) e tratados com 0,3 mg/L (B), 0,6 mg/L (C) e
1,2 mg/L (D) de B-lap apds 48 h de tratamento. E: Grafico mostrando diminuigdo da propagacao de
células dos ETM ao longo do tempo, durante o tratamento em B-lap, quando comparado com o
controle nao tratado. F e G: marcagdo de DNA com DAPI (azul), mostrando diminui¢cdo de células
agrupadas saindo dos ETM na condigao tratada (F) em comparagao com a néo tratada (G). Os dados
quantitativos sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos, analisando cinco
esferoides por condigdo experimental. * p <0,05; *** p <0,001. Teste Two-way ANOVA. Pds-teste
Bonferroni.
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Figura 4.13: B—lapachona inibe a TEM. A e B: Imunoblotting para avaliacdo do conteudo de E-
caderina (E-cad) (A) e vimentina (VIM) (B) durante o ensaio de migragdo celular. Analises de
densitometria revelaram aumento do conteudo de E-cad e diminui¢cao de VIM apéds o tratamento com
B-lap. C-F: Ensaio de imunofluorescéncia mostrando aumento da marcagéo para E-cad (D) (verde) e
diminuicdo da marcagao para VIM (F) (vermelho) na zona periférica de migragdo apds o tratamento
(D e F) em comparagao com a condi¢do nao tratada (C e E). Os nucleos foram marcados com DAPI

(azul). Os dados quantitativos sdo expressos como média + desvio padrao de seis experimentos. * p
<0,05. Teste de Mann Whitney.



5 DISCUSSAO

A metastase é o principal problema no tratamento do cancer; sendo indicativo
de mau prognostico, afeta diretamente a sobrevida e qualidade de vida dos
pacientes. Apesar dos avancos cientificos e tecnolégicos terem propiciado o
surgimento de novos marcadores e alvos terapéuticos, € patente a necessidade de
novas terapias que inibam a metastase (AL-MAHMOOD et al., 2018; HIGGINS &
BASELGA, 2011; QIAN, MEI & ZHANG, 2017; STEEG, 2016).

Os sistemas 3D de cultura de células desde os anos 70 tém contribuido com
o entendimento da biologia do cancer e estudos de andlise terapéutica in vitro
(EMERMAN et al., 1977). Cultivos 3D mimetizam melhor as caracteristicas
moleculares, morfolégicas e funcionais do tumor in vivo (GOLIWAS et al., 2017; VIDI,
BisseLL & LELIEVRE, 2013), funcionando como uma ponte entre os tradicionais
modelos 2D e os sistemas in vivo (HAM et al., 2016; WEIGELT & BISSELL, 2008), além
de reproduzir as repostas a quimioterapicos dos proprios pacientes (HALFTER et al.,
2015; HALFTER et al., 2016). Os cultivos 3D de células nao-tumorais e tumorais
mamarias ja sdo bem estabelecidos e existem varias maneiras de produzi-los
(CARTER et al., 2017; GONG et al., 2015; WEIGELT & BISSELL, 2008; WEISWALD, BELLET
& DANGLES-MARIE, 2015).

Existe uma variedade de modelos in vitro empregados para se estudar a
migracao e invasao de células tumorais. Os métodos mais simples, praticos e mais
utilizados sao os sistemas tradicionais de Transwell e Wound healing (KRAMER et al.,
2013; LIANG, PARK & GUAN, 2007). Ambos sdo capazes de reproduzir o processo
migratorio/ invasivo das células, porém tém suas limitagdes. Por exemplo, esses
modelos ndo conseguem retratar a TEM, um importante processo inicial da
metastase (DRASIN, ROBIN & FORD, 2011; HEERBOTH et al, 2015; SEYFRIED &
HUYSENTRUYT, 2013). Entender melhor como funciona a TEM torna possivel projetar
novas estratégias terapéuticas. Recentemente, foi patenteado um modelo 3D de
migracdo que reproduz caracteristicas da metastase in vivo, como a TEM,
investigando esferoides apds sua completa reversdo para monocamada
(KUNJITHAPATHAM et al., 2014).

Nosso grupo possui experiéncia na produgao de cultura 3D do tipo esferoide,
gerados de forma espontdnea em condicbes nao aderentes, sem a utilizagcao de

matriz extracelular, incluindo a geracdo de sistemas de co-cultivos com células
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endoteliais, mesenquimais de medula éssea e osteoblastos (DE BARROS et al., 2010;
GARZONI et al., 2008; GARZONI et al., 2009; Rossl et al., 2005). Nesse contexto e com
base nesses estudos anteriores do nosso grupo, estabelecemos o modelo de
esferdide utilizando a linhagem celular de mama MCF-7 para investigar a metastase
e resposta terapéutica in vitro. Nosso sistema foi capaz de reproduzir caracteristicas
da metastase in vivo, como a migragao coletiva de células e expressao de proteinas
relacionadas ao processo de transi¢cao epitelial-mesenquimal (TEM). Além disso, na
primeira parte do estudo, mostramos que a doxorrubicina, um agente quimioterapico
amplamente utilizado na clinica para diferentes tipos de cancer, inclusive cancer de
mama (HERNANDEZ-AYA & GONZzALEZ-ANGULO, 2013) foi capaz de inibir esse
processo.

Nosso primeiro passo foi estabelecer um modelo 3D sem a utilizagdo de
fatores externos, como forgas mecénicas e fatores de crescimento proporcionados
por matrizes exdgenas - que poderiam influenciar a formagado e comportamento dos
esferoides. Além disso, era do nosso interesse investigar se os esferoides tumorais
eram capazes de sintetizar sua prépria MEC. A intencido desse primeiro
experimento, além de verificar a formacao do esferoide, foi padronizar o tamanho do
mesmo, crescimento e morfologia. No nosso sistema, vimos que as células aderiram
espontaneamente umas nas outras e formaram esferoides compactos em apenas
um unico dia de cultura, independentemente da quantidade inicial de células
introduzidas nos pogos, ao contrario do que foi observado por nosso grupo com
esferoides de células cardiacas, que levavam cerca de 5 dias para compactarem
(GARzONI et al., 2009). Além disso, cresceram de acordo com o tempo de cultura,
exceto o de maior tamanho, possivelmente pela grande extens&o de hipoxia gerada
no interior do mesmo, perturbando seu crescimento. O crescimento dos esferoides
em cultura parece ser uma caracteristica de esferoides de células tumorais, visto
que nossos dados prévios com celulas cardiacas ndo demonstraram tal crescimento
(dados nao publicados). De modo importante, a geragédo de um unico esferoide por
poco, com tamanho uniforme, favorece resultados reproduziveis e torna esse
sistema uma ferramenta importante para ensaios highthroughput. De fato, os
esferoides produzidos através da técnica de Liquid overlay em superficies inertes (o
modelo utilizado nesse estudo), sdo reconhecidos como melhor modelo para esse
tipo de teste, pelos motivos ja mencionados acima (KUNZ-SCHUGHART et al., 2004;

LABARBERA, REID & Y00, 2012; Lv et al., 2017). Vale ressaltar que nem toda técnica
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empregada para gerar esferoides, baseada na nao aderéncia do mesmo a superficie
da placa de cultura, ira formar esferoides homogéneos e individuais por pogo. Por
exemplo, utilizando placas comerciais revestidas com poliestireno, as conhecidas
ultra-low attachment plates, gera-se esferoides de numero e tamanho variados
(KUNJITHAPATHAM et al., 2014; VINCI et al., 2012).

Ainda, como caracterizagao complementar do modelo, avaliamos também
proteinas expressas pelas células de origem epitelial, como a E-caderina, uma
proteina de juncado aderente, e a laminina, proteina de matriz/lamina basal, através
da técnica de imunofluorescéncia. Verificamos que os ETM exibiram a marcacao
caracteristica para E-caderina e foram capazes de produzir sua propria matriz
extracelular (laminina). Os trabalhos de Bissel ja demonstraram que esferoides nao
tumorais e tumorais mamarios expressam proteinas de juncdo celular, como a E-
caderina e também ZO-1, além de integrinas, de forma similar como ocorre in vivo.
Interessantemente, alteracdo de alguns desses componentes tem sido relacionado
com perda de polaridade celular e desenvolvimento tumoral (CHANDRAMOULY et al.,
2007; ViDI, BISSELL & LELIEVRE, 2013). A secrecao de laminina e outros componentes
de matriz, como colageno |V e tenascina, ja foram evidenciados tanto em esferoides
produzidos a partir de células ndo tumorais quanto tumorais mamarias (STREULI,
BAILEY & BISSELL, 1991; TIMMINS et al., 2005) e, inclusive em sistemas de co-cultivo
com células endoteliais e fibroblastos (CORREA DE SAMPAIO et al., 2012). A
capacidade da célula de produzir sua prépria MEC ¢é fundamental para o
desenvolvimento do fendtipo funcional e retrata de forma muito mais fidedigna como
ocorre in vivo (TIMMINS et al., 2005). Além disso, possibilita melhor controle da sua
condicao experimental. Matrigel por exemplo, possui uma mistura de componentes e
fatores soluveis endoégenos que podem ser variaveis e acabar interferindo
reprodutibilidade dos resultados (NATH & DEVI, 2016; NUNES et al., 2019).

Tumores avasculares quando atingem entre 0,5 e 1 mm3, ou mesmo
micrometastases, sdo caracterizados por possuir um nucleo necrético com células
quiescentes e uma periferia com células ativamente proliferativas, originados
principalmente pela baixa difusdo de oxigénio, nutrientes, metabdlitos e fatores de
crescimento através das células. Tais caracteristicas podem ser alcangadas pelos
denominados grandes ETM (tamanho entre 200 e 500 um de didmetro) (GROEBE &
MUELLER-KLIESER, 1991; HAM et al., 2016; KUNZ-SCHUGHART, KREUTZ & KNUECHEL,

1998). No nosso sistema de cultivo 3D, os esferoides apresentaram um nucleo
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necrotico, evidenciado pela marcagao para IP. Também pudemos verificar células
ativamente proliferativas na zona periférica, através da marcacao para Ki-67. Esses
achados estdo de acordo com dados da literatura para o modelo de esferoide
(GROEBE & MUELLER-KLIESER, 1991; HAM et al., 2016; MEHTA et al., 2012). As células
da periferia estdo em contato intimo com o meio, consumindo mais nutrientes e
oxigénio, enquanto que a regido central possui insuficiente oxigenagdo e baixa
perfusdo de nutriente, resultando em células ndo proliferativas, necréticas e
hipoxicas (GROEBE & MUELLER-KLIESER, 1991; HAM et al., 2016; MEHTA et al., 2012).
Essa heterogeneidade compartilhada por tumores avasculares, micrometastases e
os grandes esferoides os torna modelos relevantes para estudos fisiopatologicos. De
modo importante, por serem capazes de produzir fatores pré-angiogénicos, na
presenca de hipdxia, como o VEGF, esferoides de diferentes tipos celulares sao
utilizados para estudos nessa linha, em sistemas de co-cultivo com células
endoteliais (CORREA DE SAMPAIO et al., 2012; HOWES et al., 2014; WANG et al., 2018),
por exemplo; e até para analise do potencial de metastase das células (WANG et al.,
2018). Ainda, a hipéxia também esta relacionada com a resisténcia a
quimioterapicos; inclusive trabalhos demonstram que a expressao e ativagao de HIF-
1 em esferoides da MCF-7 induz resisténcia a doxorubicina, sendo um bom modelo
para investigagdes nesse ambito (DOUBLIER et al., 2012; NUNES et al., 2019).

Na perspectiva de validarmos nosso sistema de cultivo para futuramente
utilizarmos células isoladas de tumores de pacientes, para estudos de terapia
personalizada, nos propusemos a estabelecer nessa tese esferoides tumorais
mamarios obtidos a partir do cultivo primario de células de tumores de
camundongos, com capacidades invasivas distintas, produzidos a partir de linhagens
celulares tumorais (4T1 e 67NR). Utilizando protocolos de digestdo enzimatica
previamente utilizados para dissociacdo de tumores proveniente de pacientes
(VAzQUEZ et al., 2004), verificamos que foi possivel dissociar as células dos tumores
€ que as mesmas cresceram em cultura tanto em monocamada, como em 3D,
formando compactos esferoides em apenas um unico dia, assim como a MCF-7.
Esses dados foram muito promissores e servem como prova de conceito para dois
novos projetos, um que esta sendo desenvolvido pelo meu co-orientando, Matheus
Menezes Vianna (Mestrado), utilizando estas linhagens para o estudo do efeito
antimetastatico de compostos naturais; e um segundo, denominado “Projeto

esferocancer”, para estudos de terapia personalizada com células humanas que fara
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parte do meu pds-doutorado. Embora haja uma escassez de estudos usando essa
abordagem, ela poderia ser mais explorada para um melhor entendimento da
biologia do cancer e do papel do microambiente tumoral na progressdo do tumor,
bem como para fornecer informagdes sobre novas estratégias terapéuticas. De
forma interessante, um trabalho recente demonstrou que esferoides originados a
partir da dissociagcéo de xenoenxertos derivados de paciente (PDX, do inglés patient-
derived xenografts) exibiram expressdo semelhante de Ki-67 e caspase-3 quando
comparados com o tumor original do paciente e com o tumor PDX do que as
tradicionais culturas 2D (IMAMURA et al., 2015), mostrando mais uma vez que a
cultura 3D recapitula melhor as caracteristicas do tumor em modelo experimental e
em amostras de pacientes. De fato, nos ultimos anos, os estudos tém demonstrado
que esferoides tumorais mamarios apresentam resposta ao tratamento in vitro
similar aos seus tumores de origem (pacientes) quando tratados com os mesmos
quimioterapicos (HALFTER et al., 2015). Desta forma, € considerado um sistema
promissor para avaliagdo de terapia personalizada (HALFTER et al., 2015; HALFTER et
al., 2016; HALFTER & MAYER, 2017).

Antes da validacdo do modelo de ETM para teste de resposta terapéutica,
primeiramente realizamos e caracterizamos o0 ensaio de migragao utilizando os
esferoides. Nossos resultados de microscopia de contraste de fase e fluorescéncia
demonstraram que as células aderiram e migraram ao longo do tempo de cultura,
em diregdes distintas, formando os “aglomerados de migragdo”, sugestivo de
migracao coletiva, um tipo de migragao muito comum no cancer de mama (KHALIL et
al., 2017), que é caracterizada pela preservagao de jungdes célula-célula funcionais,
como a E-caderina. Um estudo in vivo utilizando esferoides da 4T1 e da MMT (célula
tumoral mamaria murina, negativa para E-cad), demonstrou através de microscopia
intravitral que, apdés dois dias da microimplantagdo dos esferoides na gordura
mamaria murina, as células saiam do esferoide e migravam de forma coletiva e,
ainda, algumas delas apresentam morfologia fusiforme, depois migravam
individualmente (sugerindo TEM), formando micro e macrometastases no pulmao
(ILINA et al., 2018). Além disso, esse modelo de migragao reproduziu, pela primeira
vez, o processo de TEM, verificado pela perda do marcador E-cad e ganho de VIM a
medida que as células se tornavam mais distantes do esferoide. Ainda, as células na
periferia exibiam fendtipo achatado e/ou fusiforme, caracteristicas tipicas das células

mesenquimais. A partir destes dados, vimos entdo que, neste estudo, além de
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recapitularmos as caracteristicas do tumor in vivo, mimetizamos a migracdo de
células que ocorre a partir dos tumores sélidos ou micrometastases in vivo, além de
reproduzimos o processo de TEM (DRASIN, RoOBIN & FORD, 2011; HEERBOTH et al.,
2015; KALLURI & WEINBERG, 2009; ZHANG & WEINBERG, 2018). Nesse sistema de
migragdo ndo é necessario nenhum estimulo adicional para as células sairem do
esferoide; por ser um ambiente indspito e hipdxico, espontaneamente as células
saem, assim como ocorre in vivo (RANKIN & GIACCIA, 2016).

A doxorrubicina (dox) € um agente quimioterapico amplamente utilizado na
clinica para o tratamento de diversos tipos de cancer, como: leucemia,
neuroblastoma, cancer de ovario, pulmao, incluindo cancer de mama (HERNANDEZ-
AYA & GONZALEZ-ANGULO, 2013). Os principais mecanismos de acao da dox incluem
intercalacdo de DNA, inibicdo da topoisomerase Il e formacado de radicais livres
dentro das células (TACAR, SRIAMORNSAK & DAss, 2013). Na tentativa de validar
nosso sistema de cultura 3D, investigamos o efeito da dox sobre o tamanho dos
ETM, viabilidade e morte celular, além de investigar se a dox interferiria no processo
de migragao e potencial metastatico das células.

Como esperado, demonstramos que a dox induziu citotoxicidade nos ETM,
reduzindo o didmetro do esferoide, a viabilidade celular e induzindo a morte celular.
Muitos estudos comparam a agao da dox com outras drogas ou compostos naturais
e/ou com o modelo 2D (GHAFARI et al., 2017; Xu et al., 2016; YILDIZ-OZTURK et al.,
2017). De qualquer forma, eles tém demonstrado que a dox inibe a proliferagao e
ciclo celular, bem como favorece a morte celular (necrose e apoptose), porém esse
efeito € menos pronunciado quando comparado com as células que crescem em
monocamada e sao tratadas com a mesma concentracdo da droga (BRESLIN &
O'DRriscoLL, 2016; LovITT, SHELPER & AVERY, 2015; Xu et al., 2016; Xu, FARACH-
CARSON & JiA, 2014; YILDIZ-OZTURK et al., 2017), possivelmente pelo fato do modelo
3D ser mais resistente a drogas. Por exemplo, de forma interessante, a organizagao
complexa das proteinas da MEC, bem como a menor taxa de proliferagdo das
células que compdem os esferoides tém sido implicadas em promover a resisténcia
das células tumorais mamarias a dox em um modelo de cultura 3D usando matrizes
(Matrigel ou matriz de hidrogel) como arcabougo funcional para a produgao dos
esferoides. E, ainda, uma vez inibindo a B1 integrina, aumentava-se o efeito da dox
em alterar a integridade e tamanho dos esferoides (LOVITT, SHELPER & AVERY, 2018).

Além disso, estudos tém demonstrado que os esferoides tumorais expressam genes
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relacionados a resisténcia a drogas, como o MDR1 (NUNES et al, 2019) e
apresentam maior quantidade de células-tronco tumorais, células com maior
potencial metastatico e também conhecidas por serem mais resistentes a terapia
(KUNJITHAPATHAM et al., 2014; WANG et al., 2014; YILMAZER, 2018). O fato de o
modelo 3D ser mais resistente a drogas, ndo diminui sua importdncia ou sua
aplicabilidade para testes terapéuticos, pelo contrario, ao mimetizar muito melhor o
in vivo e inclusive a resisténcia terapéutica encontrada nos tumores sodlidos
humanos, torna seus resultados muito mais comparaveis, reprodutiveis e confiaveis
(NUNES et al., 2019).

Importante ressaltar que, apesar de a dox apresentar excelente atividade
antitumoral, também ¢é capaz de induzir efeitos colaterais graves, como
imunossupressao e cardiotoxicidade aguda ou crénica (CHATTERJEE et al., 2010;
KOLEINI & KARDAMI, 2017; TACAR, SRIAMORNSAK & DAss, 2013). Além dos efeitos
adversos, o uso prolongado da dox também tem sido relacionado com a resisténcia
a essa droga, ambos fatores sendo os principais desafios para a eficacia do
tratamento (LI et al., 2005; SMITH et al., 2006). Nesse sentido, novas formulagdes ou
mesmo combinagdes da dox com outras drogas, objetivando a redugdo da
concentracdo da mesma, sao estratégias efetivas para evitar os efeitos adversos
(RIVANKAR, 2014). Contudo, ao diminuir a concentragdo da droga, também & possivel
propiciar resisténcia e indugdo do potencial metastatico (VYAsS, LAPUT & VYAs, 2014;
ZHONG et al., 2017). Concentragdes baixas de dox tem sido, de fato, implicadas em
favorecer o processo metastatico das células de cancer de mama triplo-negativas,
por meio da ativagdo do TGF-B1 (BANDYOPADHYAY et al., 2010; JANDA et al., 2002),
da regulacao positiva da via RhoA / MLC (LIu et al., 2019) ou do Twist1 (LI et al.,
2009). Ao interferir com essas vias de sinalizagdes, a dox induz alteragbes na
morfologia (formato achatado e perda de contato célula-célula), capacidade invasiva
das células ou mesmo promove o processo de TEM em modelos 2D e in vivo.

Apés avaliagdo do efeito citotdxico, fomos investigar o efeito do tratamento
com a dox sobre a migracdo e o potencial metastatico das células MCF-7.
Primeiramente, através de microscopia de contraste de fase, realizamos a analise do
didmetro de dispersao celular e verificamos que a dox reduziu a propagagao das
células a partir dos esferoides. Depois, através das técnicas de Western blotting e
imunofluorescéncia, observamos que a dox ndo so inibiu a migragao celular, mas

também interferiu no potencial metastatico das células tumorais da mama, reduzindo
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a migracao coletiva e o processo de TEM. A inibicdo da TEM foi observada pela
reducdo expressiva de vimentina e aumento de E-caderina. Por imunofluorescéncia
foi possivel verificar com mais detalhes esse fendmeno, onde vimos a marcagao
para E-cad na zona periférica de migracdo e a diminuicdo da expressao de VIM
nessa mesma regido. Infelizmente, por motivos técnicos, ndo conseguimos fazer a
dupla marcagao dessas proteinas, o que poderia demonstrar etapas intermediarias
do processo de TEM.

Discordancias entre nossos achados e dados da literatura, acima
mencionados, podem estar relacionadas com o fato de que esses estudos foram
realizados com concentragdes muito baixas de dox (maximo de 800 nM). Um
trabalho utilizando um outro quimioterapico, o paclitaxel, demonstrou que doses
baixas (1 mg/kg) do mesmo favorecia a metastase de células tumorais mamarias
para o figado, em modelo murino, enquanto que altas doses (20 mg/kg) reduzia (LI
et al., 2016). Ainda, independente da concentragdo da droga utilizada nesses
trabalhos, outro viés poderia ser a falta de um modelo in vitro ideal para o estudo do
potencial metastatico, uma vez que as analises in vitro foram realizadas no sistema
2D. Recentemente, um ensaio de migracdo semelhante ao nosso, utilizando
esferoides, foi patenteado. Eles demonstraram que os esferoides, apdés completa
reversao para monocamada preservam caracteristicas da metastase in vivo, como
potencial migratorio/invasivo, quimiorresisténcia e expressdo de marcadores de
células-tronco tumorais (CD133, CD90, EpCAM) (KUNJITHAPATHAM et al., 2014).
Diferentemente, em vez de investigar os esferoides que foram completamente
revertidos para a monocamada, como nesse acima, nosso objetivo foi investigar
caracteristicas da metastase durante o processo de reversdo. Transpondo para a
situacdo in vivo, pensamos que seria melhor estudar e tentar intervir no processo
metastatico quando o0 mesmo se inicia do que quando ele ja esta estabelecido.

Como ja mencionado acima, mesmo com 0s avangos cientificos e surgimento
de inovagbes terapéuticas contra o cancer, o cancer de mama continua sendo uma
neoplasia comum e com um indice de &bito elevado, principalmente devido a
recorréncia do tumor e metastase (QIAN, MEI & ZHANG, 2017; STEEG, 2016). Novas
estratégias terapéuticas para controlar o tumor e/ou melhorar a qualidade de vida de
pacientes com cancer sao iminentes.

No contexto dos compostos naturais, durante séculos, a casca interna das

arvores conhecidas como ipés (Tabebuia avellanedae) tém sido utilizadas na
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fitomedicina tradicional para tratar varias condicbes, como infecgbes bacterianas,
virais e fungicas, febre, malaria, tripanossomiase, problemas gastricos e neoplasias.
O principal componente do extrato da madeira desta arvore, que contribui para todas
essas atividades farmacolégicas, € um composto natural, uma naftoquinona,
denominada B-lapachona (B-lap) (GOMEZ CASTELLANOS, PRIETO & HEINRICH, 2009). E
importante ressaltar que, devido ao seu efeito antitumoral descrito em varias
linhagens de células tumorais in vitro e em modelos experimentais in vivo, incluindo
estudos sobre cancer de pulméo, colon, gastrico, prostata (Cul et al., 2018; KEE,
HAN, PARK, et al., 2017; LI, WANG & PARDEE, 1995; Woo & CHol, 2005) e cancer da
mama (WUERZBERGER et al., 1998), a B-lap tem sido, nos ultimos anos, intensamente
estudada e vem emergindo como um composto anticancer bastante promissor. De
forma interessante, a B-lap combinada ao quimioterapico gemcitabina ja esta em
estudo clinico de fase 2 para o tratamento do cancer de pancreas (ARQ 501) (YANG
et al., 2008).

Embora existam estudos que investiguem o potencial anticancer da B-lap,
abordagens que utilizam o cultivo 3D sado raras. E, como temos enfatizado, os
sistemas de cultivo 3D tém sido utilizados como uma potente ferramenta no estudo
da fisiopatologia do cancer por mimetizar a arquitetura e funcionalidade do modelo in
vivo (HONGISTO et al., 2013; IMAMURA et al., 2015; LABARBERA, REID & Y00, 2012; LIN
& CHANG, 2008; Lv et al., 2017). Em vista do exposto, na segunda parte do trabalho,
nos propusemos a estudar o efeito antitumoral da B-lap nos esferoides tumorais
mamarios. Nossos dados demonstraram que, além de induzir citotoxicidade,
diminuindo o didmetro do esferoide e favorecendo a morte celular, a B-lap inibiu o
potencial metastatico das células tumorais da mama in vitro, através da inibigado da
migracao e do processo de TEM.

A atividade citotoxica da B-lap no contexto tumoral é conhecida. No entanto, o
mecanismo detalhado da morte celular induzida por este composto natural ainda
esta sob investigacdo. Até o momento, os dados da literatura apontam para dois
principais mecanismos de acao: inibicdo da topoisomerase | (LI, AVERBOUKH &
PARDEE, 1993) e Il (KRISHNAN & BAsTOw, 2000) e geragao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como superéxido e perdxido de hidrogénio (DocAmPO et al., 1979).
Interessantemente, as ROS sao geradas principalmente através da reducao da
prépria B-lap pela redutase NQO1 (NAD(P)H Desidrogenase (Quinona1)), que é

altamente expressa em tumores solidos, como cancer de pancreas, carcinoma de
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pulmao de células ndo pequenas e cancer de mama (SIEGEL & Ross, 2000; SIEGEL,
YAN & Ross, 2012). O que pode explicar, mesmo que em parte, o efeito antitumoral,
ja descrito, deste composto natural sobre os tumores solidos. Além disso, inducéo de
morte celular ja foi relatada durante o tratamento de células tumorais mamarias com
B-lap, orquestrando diferentes tipos de morte (apoptose ou necrose), a depender do
tipo de célula tumoral/ linhagem e a concentragéo de B-lap utilizada (PARK et al.,
2014; PINK et al., 2000; Woo et al., 2006). Ainda, dados da literatura indicam que a
B-lap € capaz de inibir o crescimento tumoral e promover a parada do ciclo celular
(conhecido no inglés como cell cycle arrest) (DIAS et al., 2018; LEE et al., 2006). E
importante ressaltar que um trabalho demonstrou que esse composto natural é
capaz de inibir a formagao de “mamosferas”, usando esferoides produzidos apenas
com células-tronco tumorais de mama (KiMm & CHO, 2018). Nesse estudo, nossos
resultados revelaram que o tratamento com B-lap reduziu o didmetro do esferoide,
indicando um efeito citotdxico desse composto. Esse resultado foi corroborado pela
analise da morte celular, através da técnica de citometria de fluxo, em que o niumero
de células positivas para 7-AAD atingiu quase 100% na condi¢ao tratada. Alteragao
na morfologia (coloragdo escura) também pdde ser observada, através da
microscopia de contraste de fase.

Apos verificarmos o efeito citotoxico da B-lap nos esferoides tumorais de
mama, realizamos nosso ensaio de migragcdo de esferoides para avaliar se a p-lap
poderia também intervir no processo de migracéo/potencial metastatico in vitro.
Primeiramente, analisamos o efeito da B-lap sobre a dispersao das células a partir
do esferoide, por microscopia de contraste de fase e fluorescéncia. Nossos
resultados demonstraram reduc¢éo nao s6 do didametro de dispersdo, mas quantidade
de aglomerados celulares saindo dos esferoides, indicando que a B-lap inibiu a
migracao de células tumorais de mama in vitro, no modelo 3D do tipo esferoide, pela
primeira vez.

Em seguida, fomos avaliar o efeito da B-lap sobre a TEM, uma importante
etapa inicial da metastase. Mais uma vez verificamos que na situagao controle (sem
tratamento) ha reproducao de caracteristicas da metastase in vivo, como migracao
coletiva e processo de TEM, observadas aqui pela perda da expressao de E-cad e
pela regulacdo positiva de VIM nos esferoides; além de células apresentando
fendtipo mesenquimal na area periférica da migragdo. Vimos também que o

tratamento com B-lap foi capaz de modular esse processo, regulando positivamente
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a expressdao de E-cad e diminuindo a marcagcdo para VIM. Esses achados
corroboram dados da literatura, nos quais foi demonstrado que o B-lap suprime o
processo de TEM e a migracdo de células tumorais de melanoma, cancer de
colorretal e cancer de mama in vitro (2D) e in vivo (KEE, HAN, Kim, et al., 2017; KEE,
HAN, PARK, et al., 2017; YANG et al., 2017). De modo interessante, ja foi descrito que
a regulagcéo negativa da NQO1 inibe a invasdo celular em um estudo utilizando
esferoides tumorais de pulmao (MADAJEWSKI et al., 2016). Ainda, a elevada
expressdo de NQO1 tem sido relacionada com a ocorréncia de metastases in vivo e
em pacientes (LI et al., 2015; YANG et al., 2014; YANG et al., 2019).

Compilando os dados, nossos resultados demonstraram que nosso sistema
de cultivo 3D foi capaz de reproduzir caracteristicas do tumor in vivo. Além disso,
validamos o sistema para teste de drogas usando a doxorrubicina, um agente
quimioterapico amplamente utilizado na clinica. Ainda, nosso ensaio de migragao foi
capaz de reproduzir caracteristicas da metastase in vivo e, entao, poderia funcionar
como uma importante ferramenta para o estudo da progressédo do cancer in vitro e
para testes de agentes antimetastaticos. Mais que isso, mostramos que a
doxorrubicina, no nosso modelo e com as concentragdes que utilizamos, foi capaz
de inibir esses processos, sugerindo uma nova aplicagao desse quimioterapico, que
precisa ser mais explorada em estudos futuros. Ainda, demonstramos, pela primeira
vez, o efeito antitumoral e antimetastatico da p—lap em esferoides de tumores da
mama. Esse composto natural induziu a morte celular e inibiu o potencial metastatico
in vitro, reduzindo a migracao coletiva e inibindo o processo de TEM. De maneira
importante, a B-lap € um composto natural sob investigagdo ativa de pesquisadores
e tem potencial para ser um agente anticancer promissor para a preveng¢ao do
cancer.

Finalmente, podemos concluir que, uma vez que os esferoides tumorais
mamarios recapitulam in vitro caracteristicas do tumor e da metastase in vivo, estes
podem ser considerados uma poderosa ferramenta para o estudo de novas
estratégias terapéuticas in vitro antitumorais e, mais especificamente,

antimetastaticas.
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6 CONCLUSOES

Esferoides tumorais mamarios podem funcionar como uma importante
ferramenta para o estudo da progressdo do cancer in vitro e para analises de

resposta terapéutica com agentes antitumorais, visto que:

1) O sistema in vitro de ETM é uma ferramenta que reproduz aspectos do
tumor in vivo, como o centro necroético e células proliferativas na periferia,
podendo ser utilizado para estudos da biologia tumoral e resposta

terapéutica.

2) Aspectos do processo metastatico, com énfase para a migracao coletiva e

a TEM, podem ser estudados in vitro com os ETM.
3) Além do efeito citotoxico ja descrito previamente, concluimos pela primeira
vez que a doxorrubicina foi capaz de atuar sobre o potencial metastatico in

vitro em modelo 3D, através da inibicido da migracéo celular e TEM.

4) B-lapachona apresenta efeito citotoxico e antimetastatico em ETM.
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7 FRUTOS DO PROJETO

Os resultados desse projeto foram muito promissores e propiciaram a
elaboragdo de um segundo trabalho a ser desenvolvido por dois estudantes do
grupo, em que visamos avaliar o potencial antimetastatico in vitro da pB-lapachona e
da dihidrochalcona QUE-2, outro composto natural, no modelo tridimensional de
células tumorais mamarias com diferentes capacidades invasivas (4T1 e 67NR).

Os resultados deste trabalho também deram origem a dois manuscritos a
serem submetidos para as revistas European Journal of Cell Biology e BMC Cancer.
O primeiro artigo, intitulado “Development of a spheroid model to study metastasis in
vitro’, compila os dados do estabelecimento do modelo e validagdo com a
doxorrubicina; o segundo, intitulado “B-lapachone inhibits tumor progression of breast
cancer spheroids”, aborda o efeito antitumoral da pB-lapachona nos esferoides

tumorais mamarios.
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8 PERSPECTIVAS

Para o meu projeto de pds doutorado, temos como perspectivas obter
amostras de tumores de mama de pacientes, produzir esferoides a partir dos
mesmos e avaliar a similaridade dos esferoides com os tumores de origem quanto
as caracteristicas morfologicas, funcionais, moleculares e de resposta terapéutica
quando tratados com as mesmas drogas prescritas para as pacientes doadoras; e
apos a validacao dos esferoides como preditores de resposta terapéutica, propor a
elaboragdo de um “quimiograma” tumoral para analise da resposta terapéutica na
perspectiva da medicina personalizada, a ser disponibilizado pelo Sistema Unico de
Saude (SUS).
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