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Resumo

Introdugao: O cancer de mama apresenta elevadas taxas de incidéncia e mortalidade
em todo o mundo. Um dos principais fatores responsaveis pelos altos indices de
mortalidade desta neoplasia ¢ a metastase. Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas
moléculas de RNA néo codificantes com cerca de 18-22 nucleotideos, envolvidos com a
regulacdo da expressdo génica. Estudos demonstram o papel dessas moléculas na
progressdo tumoral, em especial do cancer de mama. A melatonina, um hormonio
secretado principalmente pela glandula pineal vem mostrando diversos efeitos na
regulacdo do cancer, atuando na modulagdo de proteinas e miRNAs. Objetivo: O
objetivo do presente estudo foi investigar a acdo da melatonina na modulagdo do
miRNA-10a-5p (mir-10a) em células de linhagem de cancer de mama triplo-negativo
(TNBC), e associar com a progressao tumoral. Material e Método: O ensaio de MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) foi realizado para
verificar a viabilidade celular da linhagem MDA-MB-468 apos o tratamento com
melatonina em diferentes concentragdes. A expressao diferencial de 84 miRNAs
associados ao cancer de mama foi verificado por PCR-Array. O miR-10a foi
selecionado por seu envolvimento com o processo tumoral e sua expressao génica e de
seu gene alvo HOXDI10 foram verificados por PCR em tempo real em linhagens de
cancer de mama. Os seguintes grupos foram considerados: células tratadas ou ndo com
melatonina; transfectadas com inibicdo do miR-10a e o controle negativo da rea¢do. O
ensaio de invasdo e migragdo utilizando insertos de matrigel foi realizado e a expressao

proteica de marcadores da transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT), E-caderina, claudina
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7 e vimentina foi investigada, assim como do marcador de proliferagdo PIK3CA, por
Western blotting. Resultados: Nossos resultados mostraram que 1 mM de melatonina
diminuiu significantemente a viabilidade celular. Os resultados de PCR Array
mostraram treze miRNAs modulados pela melatonina (seis superexpressos e sete
inibidos). A expressdo génica mostrou diminui¢do da quantidade relativa do miR-10a e
de seu gene alvo HOXD10 apos tratamento com melatonina. O ensaio matrigel mostrou
que a melatonina e a inibi¢do do miR-10a diminuiram a invasdo e migragao das células.
De acordo com a andlise proteica, a melatonina foi capaz de reduzir a expressdo das
proteinas vimentina e claudina 7 e aumentar a expressao da E-caderina. Por outro lado,
a inibi¢do do miR-10a reduziu a proteina vimentina e ndo modulou claudina 7 e E-
caderina. Conclusdo: Nesse trabalho verificou-se a habilidade da melatonina em
modular a expressio de miRNAs, diminuindo o miR-10a, afetando a invasdo e
migracdo tumoral, além de proteinas envolvidas com a EMT, demonstrando seu

potencial papel na regulacdo da metastase.

Palavras-chave: MicroRNAs, Transicao Epitelial-Mesenquimal, Metastase Neoplasica,

Glandula Pineal.



XV

Abstract

Introduction: Breast cancer presents high incidence and death rates worldwide.
Metastasis is one of the main causes of high mortality rates by this neoplasm.
MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNA molecules with nearly 18-22
nucleotides, involved in gene expression regulation. Studies demonstrate the role this
molecules in tumor progression, including breast cancer. Melatonin, a hormone secreted
mainly in pineal gland, has been presenting several effects in cancer regulation, acting
on the modulation of proteins and miRNAs. Aim: The aim of the present study was to
investigate the action of melatonin on miRNA-10a-5p modulation in triple-negative
breast cancer cells (TNBC), and associating with tumor progression. Materials and
Methods: The MTT (3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
assay was performed to verify cell viability of MDA-MB-468 cells at different
concentrations of melatonin for 24 hours. The differential expression of 84 miRNAs
associated with breast cancer was verified by PCR-Array. The miR-10a was selected for
its involvement with tumor process and its gene expression and its target HOXD10 were
verified by real-time PCR in breast cancer cell lines. The following groups were
considered: cells treated or not with melatonin; transfected with inhibition of miR-10a
or negative control of reaction. The invasion and migration assay using matrigel inserts
was performed and protein expression of epithelial-mesenchymal transition (EMT), E-
cadherin, claudin 7 and vimentin markers were investigated, as PIK3CA proliferation
marker, by Western blotting. Results: Our results showed that 1 mM melatonin

significantly decreased cell viability. The results of PCR Array showed thirteen
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miRNAs modulated by melatonin (six overexpressed and seven inhibited). The gene
expression showed a decrease in relative amount of miR-10a and its target HOXD10
after melatonin treatmet. The matrigel assays showed that melatonin and inhibition of
miR-10a decreased the cell invasion and migration. According to the protein analysis,
melatonin was able to reduce the expression of vimentin and claudin 7 proteins and
increase E-cadherin expression. On the other hand, inhibition of miR-10a reduced the
vimentin protein and did not modulate claudin 7 and E-cadherin. Conclusion: In this
study was verified the ability of melatonin modulating miRNAs expression by
decreasing miR-10a, affecting tumor invasion and migration, and proteins involved with
EMT. In this way, we support the idea of the potential role of melatonin in the

regulation of metastasis

Keywords: MicroRNAs, Epithelial-Mesenchymal Transition, Neoplasm Metastasis,

Pineal Gland.



Xvil



I. INTRODUCAO




I. INTRODUCAO

1. Céancer de mama - Aspectos gerais

O cancer representa um grande problema para a saide publica mundial,
apresentando altas taxas de incidéncia e mortalidade."” Essa doenga ¢ gerada por
mutagdes que afetam as células e alteram suas funcgdes. As alteragdes funcionais das
células permitem sua divisdo celular descontrolada e evasdo da apoptose, levando a
formagdo de tumores.” De acordo com Hanahan e Weinberg (2011), as células
tumorais adquirem certas capacidades, também chamadas de hallmarks do cancer, que
se resumem em: proliferacdo acelerada com perda do controle do crescimento; migracao
e invasdo dos tecidos subjacentes e consequente metdstase; imortalidade replicativa;
indugdo da angiogénese; alteracdo do metabolismo energético celular; falha do sistema
imune; instabilidade gendomica; modulagdo da resposta inflamatéria e resisténcia a
morte celular.”’

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais comum diagnosticada em mulheres, sendo
responsavel por 1 a cada 10 novos diagnosticos de cancer no mundo todos os anos e
representando altas taxas de mortalidade.”” No Brasil, segundo dados no Instituto
Nacional do Cancer (INCA), sdao estimados 59.700 novos casos de cancer de mama para
0 ano de 2018, com risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres.®) Os altos

\

indices de mortes pelo cancer de mama sdo devido principalmente, a complicagdes
. (6,7)
recorrentes de metastases.
Na etiologia do cancer de mama, multiplos fatores estdo envolvidos no
acometimento da doenca tais como: menarca precoce (antes dos 12 anos); menopausa
apos os 55 anos; mulheres que nunca engravidaram ou nunca tiveram filhos

(nuliparidade); primeira gravidez apos os 30 anos; uso de anticoncepcionais e terapia de

reposicdo hormonal (TRH) na menopausa, especialmente se por tempo prolongado;



exposicao a radiacdo ionizante; consumo de bebidas alcoolicas; dietas hipercaloricas;
sedentarismo; e predisposicdo genética. As principais mutagdes ocasionadas por
heranga genética familiar sdo as dos genes BRCAI e BRCA2.G*9

Os tumores mamarios podem ser classificados de acordo com sua morfologia ¢
separados em subtipos moleculares que foram definidos por técnicas moleculares e sdo
confirmadas por imuno-histoquimica.'"” Esse agrupamento permite a defini¢do de
estratégias terapéuticas especificas para cada subtipo,'" baseando-se na presenga e/ou
auséncia de receptores hormonais, tais como, receptor de estrégeno (RE), receptor de
progesterona (RP), receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano (Human
epidermal growth factor receptor-type 2 - HER2), o marcador de proliferacdo celular
Ki-67, as citoqueratinas 5 ¢ 6 (CK5/6) e o receptor do fator de crescimento epidermal
(Epidermal growth factor receptor - EGFR).

Dessa forma, as seguintes classificacdes foram estabelecidas: luminal A (RE
positivo e/ou RP positivo, HER2 negativo e baixo Ki-67), luminal B (RE positivo e/ou
RP positivo, HER2 negativo e alto Ki-67), luminal HER2 (RE positivo e/ou RP positivo
e HER2 positivo), HER2 superexpresso (RE negativo, RP negativo e HER2 positivo) e
triplo-negativo (RE negativo, RP negativo, HER2 negativo). Os tumores triplo-
negativos possuem alta frequéncia de mutacdes e sdo sub-classificados em triplo-
negativo basaloide (EGFR positivo ou CK5/6 positivo) e triplo-negativo ndo basaloide
(EGFR negativo e CK5/6 negativo). Ainda, esse tipo tumoral pode apresentar a
classificagdo claudin-low, onde ha baixa expressao das claudinas 3, 4, 7 ¢ E-caderina
(Quadro 1).7"'%1¥

Comparado aos outros subtipos moleculares, os tumores de cincer de mama

triplo-negativos sdo altamente agressivos e de pior prognéstico''* Correspondem a



cerca de 10-15 % dos casos de cancer de mama''®

com baixa expectativa de vida,
possibilidade de recidiva e maiores chances de metéastases a distincia."? Esse tipo
tumoral possui atualmente grande foco na pesquisa cientifica, em busca de terapias
personalizadas que garantam melhora na sobrevida dos pacientes."”

Quadro 1. Subtipos moleculares do cancer de mama

Subtipos moleculares Marcadores biologicos
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 baixo
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- ¢ Ki-67 alto
Luminal HER2 RE+ e/ou RP+, HER2+
Superexpressao HER2 RE-, RP-, HER2+
Triplo-negativo basaloide RE-, RP-, HER2-, EGFR+ e CK5/6+
Triplo-negativo nao basaloide RE-, RP-, HER2-, EGFR- ¢ CK5/6-
Triplo-negativo Claudin-low RE-, RP-, HER2-, claudina 3,4,7- ¢ E-

caderina-

Fonte: Barros & Leite (2015); Chen et. al. (2018) "

Para fins terapéuticos, tumores que expressam os receptores hormonais RE e RP
sdo tratados com agentes que interferem na sua producdo e agdo, tais como tamoxifeno,
anastrozol, fulvestranto entre outros."'® Tumores com superexpressdo de HER2 podem
ser tratados com anticorpos monoclonais especificos capazes de inibir a atividade do
receptor, como o trastuzumab, pertuzumab e lapatinib, sendo usados sozinhos ou em
combinagdo com a quimioterapia padréo.(“) A falta dos receptores hormonais nas
células tumorais de cancer de mama triplo-negativo (TNBC) impede o uso de terapias
direcionadas, dessa forma, quimioterapicos como as antraciclinas e sais de platina sdo
usados e interferem na replicacio celular a nivel nuclear."V Todavia, as quimioterapias
em tumores TNBC ndo demonstram boa eficiéncia, e em grande parte dos casos as
pacientes desenvolvem recorréncia precoce da doenca.'" Assim, terapias direcionadas a

esse tipo tumoral sao extremamente necessarias.




2. Metastase

A metastase ¢ caracterizada como um processo complexo, capaz de permitir a
colonizagdo das células tumorais e formacao de tumores em novos locais, distantes do
tumor primario. Isso é possivel por meio da disseminagdo das células em vasos
sanguineos ou linfaticos."'” Para entendimento do processo, a denominada cascata
metastatica ¢ uma sequéncia de eventos biologicos que se iniciam com o tumor
primario. Essa sucessdo pode ser descrita da seguinte maneira: proliferacao das células
tumorais; crescimento de novos vasos sanguineos; deslocamento de células tumorais do
tumor e migragdo; invasdo através da membrana basal e da matriz extracelular que
envolve o tumor e invasdo da membrana basal que apoia o endotélio dos vasos
sanguineos e linfaticos locais; penetragdo das células tumorais no sangue e/ou nos vasos
linfaticos; adesdo destas células metastaticas circulantes ao endotélio de capilares do
orgdo-alvo; extravasdo ou saida dos vasos e finalmente, a fixacdo e o crescimento de

tumores secundarios no 6rgio-alvo (Figura 1).!"®

Tumor Primério Vascularizacio Deslocamento Intravasdo celular
celular

J
L) Circulagdo da Ades3o no vaso Extravasdo Crescimento do
célula tumoral sanguineo celular tumor secundario

R AN

Figura 1. Representacdo esquematica das etapas que envolvem a metastase. Adaptado

de Wirtz, Konstantopoulos & Searson (2011)."""



3. Transi¢ao epitélio-mesenquimal

A transicdo epitélio-mesenquimal (do inglés epithelial-mesenchymal transition
EMT), ¢ um processo no qual ocorre a transi¢ao das células de fendtipo epitelial que
adquirem o fendtipo mesenquimal e migratério.?” As células epiteliais sdo compostas
por diversas estruturas essenciais tais como jungdes oclusivas, juncdes aderentes,
jungdes comunicantes, desmossomos ¢ hemidesmossomos, que garantem a polarizagdo
celular, juncdo e a arquitetura do epitélio.?" O processo de EMT envolve inicialmente a
dissociagdo de jungdes oclusivas e perda de microvilosidades.”? Indutores da EMT, tais
como fatores de crescimento e de transcri¢do, iniciam as mudancgas na interagao célula-
célula.® As jungdes aderentes das células sdo dissociadas com consequente perda de
polaridade baso-lateral apical. Posteriormente, hé profunda remodelacdo do
citoesqueleto com degradagdo da membrana basal, migracdo através da matriz

extracelular e invasdo dos tecidos adjacentes (Figura 2).%%%4*>

Degradagio da
p Mmembrana basal
hhdl
¥ -
© JJ ) T S
-“— N .
| MARCADORES EPITELIAIS MARCADORES MESENCLIIMALS
E-caderina N-Cadering
| Claudings Fibromactina
Oeludinas Coldgens 1/
201 cnail
Desmoplakin 5RAA
Citogueratinas Vimentina

Figura 2. Etapas da transicdo epitélio-mesenquimal e biomarcadores envolvidos.

Adaptado de Angadi & Kale (2015).4?



Trés tipos de EMT sdo consideradas no contexto biologico (Figura 3). A EMT do
tipo 1, estd associada a embriogénese, atuando na produgdo de células mesenquimais
durante a implantagdo e formacao do embrido, desenvolvimento placentario, gastrulagao
(formagdo das trés camadas germinativas) e durante o desenvolvimento de células da
crista neural migratoria. As células mesenquimais primarias atuam como progenitoras e
dao origem aos epitélios secundarios por meio da transicdo mesenquimal-epitelial
(MET), ou seja, uma reversao da EMT. A EMT tipo 2 esta ligada a cicatrizagdo de
feridas, reparo, regeneracdo e fibrose de 6rgdos. Permite a ligacdo de fibroblastos e
outras células para a reconstru¢do do tecido por trauma e dano inflamatdrio. J& a EMT
tipo 3 acontece com as células neoplasicas e estd envolvida com genes relacionados a
proliferagdo celular e formagao de tumores, afetando supressores tumorais e oncogenes,
capazes de permitir invasdo da membrana basal e metéastases. Sendo assim, as células
migratorias (fendtipo mesenquimal) invadem novos 6rgdos, sofrem transi¢do e voltam
ao seu fendtipo epitelial (MET), dando origem a novos tumores. 2%

Tipo 1: Desenvalvimento Tipa 2: Cicatrizacio de feridas Tipo 3: Invasko do cincer

s,
Camada mesenguimal

oy

I
Clubas de chmcer n

Figura 3. Tipos de transi¢do epitélio-mesenquimal. Adaptado de Angadi & Kale
(2015).%2

Fatores de crescimento e indutores de EMT permitem o inicio da transformacao

2 . , ~ . ~
celular.*” Diversas moléculas estio envolvidas no processo € possuem relagdo com os
componentes de adesdo célula-célula e da matriz extracelular (Figura 2). As caderinas

sdo marcadores classicos do processo de EMT. A mudanga no perfil de expressdo da
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proteina E-caderina ¢ considerado o principal marcador, sua baixa expressdo ¢
relacionada com o aumento de proteinas como a N-caderina e vimentina.*”*® Qutros
marcadores sdo descritos e estdo envolvidos com a caracteristica fenotipica da célula.
As proteinas expressas em células com fendtipo epitelial sdo consideradas marcadores
epiteliais e compreendem além da E-caderina, as claudinas, ocludinas, proteina da
zonula de oclusdo 1 (ZO-1), desmoplaquinas e CKs. As proteinas que sdo marcadores
mesenquimais estdo presentes nas células que sofreram a EMT ou ja possuem um
fendtipo mesenquimal tais como a fibronectina, colageno I/III, fator de transcri¢do tipo
zinc-finger 1 (Snail) e actina do musculo liso alfa (aSMA), além das ja citadas N-

caderina e vimentina.*?

3.1. E-caderina
Codificada pelo gene caderina 1 (CDHI), a E-caderina ¢ representante de uma
superfamilia de glicoproteinas de adesdo dos tecidos epiteliais, as caderinas. Essa
molécula esta localizada em regides de contato célula-célula conhecidas como jungdes
aderentes. E expressa em uma variedade de tecidos e medeia a ligagdo de uma célula
adjacente a outra. Desempenha importante papel na formacdo dos tecidos durante o
desenvolvimento embrionario.*” Nas células epiteliais a E-caderina ¢ encontrada

)

juntamente com anéis de catenina e actina, formando um complexo.®” Sua

desregulacdo esta envolvida com alguns tipos de cancer, como o cancer gastrico, de

prostata e mama,®' Y

e sua baixa expressdo estd associada com crescimento,
diferenciacio ¢ metastase.®” Os baixos niveis de E-caderina afetam diretamente a
sinalizacdo interna das células acarretando na liberacdo da molécula B-catenina e sua

translocagdo para o nucleo celular. No nucleo, a [-catenina age como um fator de

transcri¢do dirigindo a expressao de genes como Snail e o fator de transcrigao tipo zinc-



finger 2 (Slug).(36) Ambas moléculas desencadeiam respostas que induzem a progressao

tumoral como a diferenciagio das células epiteliais, plasticidade e EMT.®”

3.2. Claudinas

As claudinas sdo proteinas constituintes das jun¢des oclusivas e juntamente com
as ocludinas estdo presentes nas membranas apicolaterais de células epiteliais, com
funcdo de barreira, vedacdo e transducdo de sinais.®® Diferentes combinagdes de
claudinas formam os cinturdes intercelulares de jungdes oclusivas, composto de
claudinas que variam de claudina 1 a claudina 24, diferenciando muito pouco na
estrutura proteica. As claudinas regulam os poros entre uma célula e outra e atuam na
seletividade de moléculas como o célcio, o sodio e potassio, € considerada uma proteina
que constitui barreira.®” No céncer, as claudinas parecem influenciar o prognostico
tumoral atuando tanto na progressdo quanto na supressao tumoral.®” Baixos niveis de
claudina 7 por exemplo, foram relacionados a um melhor prognostico em pacientes com
carcinoma oral de células escamosas, assim como no cancer de prostata.“”’ Por outro
lado, os tumores mamarios classificados como basaloides e claudin-low sao
relacionados com pior prognéstico tumoral e preditores de recorréncia da doenga.*"
Essa caracteristica demonstra ainda que de 7-14 % dos tumores mamadrios possuem
baixos niveis de claudina 3, 4, 7 e da proteina E-caderina, facilitando a EMT.“#?

3.3.Vimentina

O citoesqueleto das cé€lulas € uma estrutura semelhante a uma rede, formada por
um conjunto de filamentos proteicos: filamentos de actina ou microfilamentos,
filamentos intermediarios e microtibulos. Diversas proteinas interagem com esses
filamentos e contribuem para a maioria das fungdes celulares.*” A vimentina é uma

proteina caracterizada por constituir os filamentos intermediarios presentes nas células,
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tendo um papel estrutural do citoesqueleto, favorecendo integridade celular e
. (44,45) S . . .
tecidual. Essa proteina ¢ geralmente expressa em células mesenquimais, tais como
r .. r s g r - (4 A
fibroblastos, células endoteliais, células hematopoiéticas e células da gha.( 9 No cancer,
muitas vezes essa proteina é associada como um marcador de invasdo de células
. . ~ . ~ 47)
tumorais por meio da sua alta expressdo durante a ativagdo de processo de EMT.
Dessa forma, a presenca dessa proteina na patologia do cancer pode indicar pior
prognostico de diversos tipos tumorais epiteliais, inclusive em tumores de mama

metastaticos. *>*®

4. miRNAs

Os microRNAs sdo pequenas moléculas de RNA ndo-codificantes, constituidos
de 18-24 nucleotideos e desempenham papel fundamental na expressdo génica e
proteica. " O primeiro miRNA foi identificado por Lee et al. (1993) e Wightman et
al. (1993), os quais classificaram o transcrito do gene /in-4 como um pequeno RNA
nao-codificante (ncRNA) capaz de intervir na regulacdo do RNAm codificador da
proteina LIN-14. Essa proteina esta relacionada com o desenvolvimento da espécie
Caenorhabditis elegans, seus baixos niveis impedem o crescimento larval que ¢
mediado pelo transcrito /in-4. Os autores observaram uma relacdo no padrio de
expressao dessas moléculas e demonstraram que altas concentragdes de /in-4 acarretava
na diminuicdo dos niveis de LIN-14 e retardamento do crescimento da espécie.(52’53)
Desde entdo, estes ncRNAs que possuiam papéis regulatérios na tradugdo de
determinadas proteinas, foram reconhecidos como miRNAs.®? Cerca de 60 % dos

genes humanos sdo regulados por miRNAs, e estes se relacionam com processos

bioldgicos tais como, controle do ciclo celular, apoptose, metabolismo,
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desenvolvimento e  diferenciagdo, além de envolvimento com doencas
neurodegenerativas e metabolicas como o cancer.”’?

Em mamiferos a biogénese dos miRNAs ¢ considerada universal e se inicia com
a producdo de um transcrito primario de miRNA (pri-microRNA). Este pri-microRNA ¢
sintetizado pela enzima RNA polimerase II ou III em uma dupla fita contendo um stem-
loop (hairpin) de um lado e uma extremidade 5’ e 3’ do outro lado. Ainda no nucleo, o
pri-microRNA ¢ clivado pela enzima Drosha e seu cofator DGCRS8 (Di George
syndrome chromossomal region 8), liberando uma dupla fita intermediaria composta
por aproximadamente 60-70 nucleotideos, conhecida como pré-microRNA. Este
precursor ¢ entdo exportado do nucleo celular para o citoplasma pela proteina
Exportina-5 — Ran-GTP. Um complexo formado pela enzima Dicer e a proteina TRBP
(Proteina de ligagdo ao RNA do HIV-1 TAR) cliva o hairpin do pré-microRNA a fim
de formar uma estrutura de fita dupla, o microRNA duplex. Geralmente, uma fita ¢é
degradada e a outra forma um miRNA maduro funcional, que ¢ carregado junto com a
proteina Argonauta (Ago2) para o complexo silenciador induzido por RNA (RISC).
Uma vez incorporado ao complexo, o miRNA ¢ guiado ao seu RNAm alvo e
posicionado em cada regido traduzida 3’ ou 5’ (UTR). Como resultado, pode ocorrer o
silenciamento de expressao, clivagem do RNAm, repressao da traducao ou deadenilacao
(Figura 4).C'>°9

Cada miRNA recebe uma nomenclatura numérica e sequencial, seguindo a
ordem definida no banco de dados miRBase. Eles podem ser classificados em familias,
que compartilham a mesma sequéncia de nucleotideos iniciais (sequéncia seed), e

podem desempenhar fungdes semelhantes.®”>%
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Figura 4. Biogénese dos microRNAs. Adaptado de Winter et. al. (2009).°%

4.1. miRNASs no cancer

Estudos vém mostrando o papel dos miRNAs na desregulagdo do cancer,
causando significantes consequéncias patoldgicas. Essas moléculas podem agir de duas
maneiras: como oncomicroRNAs (oncomiRs), apresentam elevada expressao nos
tumores e bloqueiam a acdo de genes supressores tumorais; como miRNAs supressores,
se encontram pouco expressos € acabam por ndo atuar na inibicdo de oncogenes,
favorecendo o desenvolvimento tumoral.®*%?

Um dos primeiros estudos que demonstraram evidéncias da acdo dos miRNAs
no cancer foi desenvolvido por Calin e colaboradores (2002).*” Os autores verificaram
uma delecdo da sequéncia génica codificadora dos miR-15a e miR16-1, que atuavam na

inibi¢do do oncogene Bcl-2, envolvido com agdes anti-apoptdticas em células de

leucemia linfocitica. Posteriormente, um estudo envolvendo cancer de pulmao
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encontrou baixos niveis de expressao do miRNA let-7 nas cé€lulas, o que intensificou a
acdo dos oncogenes RAS e MYC, que sao reguladores e promotores de proliferagao
celular, agindo para o avango da doenga.

No cancer de mama, alguns miRNAs ja foram descritos e tem importante papel
no desenvolvimento da doenga, facilitando EMT, invasdo, metastase ¢ contribuindo
para a progressio tumoral.®® O miR-19a é considerado um supressor no processo
tumoral da mama, seus altos niveis diminuem o proto-oncogene Fra-I (antigeno
relacionado a Fos 1), chave para a mudanga do fenoétipo de macrofagos associados a
tumores. Esses macrofagos sdo abundantes no microambiente tumoral e a alteragdo do
fendtipo dos macrofagos M1 para M2 estimula agdes oncogénicas que permitem
sobrevivéncia celular. Dessa forma, Fra-1 bloqueado, impede a progressio tumoral.*”
De outro lado, o miR-155 demonstra agdes contribuindo para progressdo do ciclo
celular e evitando apoptose por meio da inibi¢ao TP53INP1 (proteina nuclear 1 indutora
da proteina tumoral p53). Essa inibi¢ao diminui a a¢do de caspases pro-apoptoticas e de
p21 (inibidor de quinase dependente de ciclina 1), em consequéncia ocorre proliferacao

das células tumorais e inibicdo da apoptose.®”

4.2. miRNAs associados a metastase

Os miRNAs podem atuar regulando a expressdo de genes relacionados ao
processo metastatico por ligacdo aos seus RNAm alvos, conduzindo dessa forma, a
alteragdes na atividade das células.“**” No cancer de mama, os primeiros oncomiRs
encontrados desregulados e envolvidos com o processo metastatico foram os miR-21,
miR-155 e miR-125b. As alteragdes nas expressdes de miRs oncogénicos podem
promover o crescimento tumoral, proliferacdo e invasao celular.®® Além dos citados,

uma diversidade de miRNAs tem sido descritos como promotores (miR-182, miR-10b,
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miR-27a, miR-9, miR-22 e miR-221/222, miR-373, miR-502) ou supressores (familia
let-7, miR-145, miR-335, miR-19a, miR-31, miR-146a/b, miR-126) de metastase.”"""
A familia do miR-200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 and miR-429)
e o miR-205 foram relatados por regular o processo de EMT. Baixos niveis desses
miRNAs sdo encontrados em diversos tumores, € isso esta associado com o aumento na
expressdo de fatores de transcricdo da familia ZEB (zinc finger E-box binding
homeobox), que regulam genes e proteinas da EMT, como a E-caderina.®® Outros
miRNAs sdo relatados por modularem o processo metastatico, principalmente a EMT,
alterando fatores de transcri¢do chaves para a desregulagdo da transicao epitelial. Os
miR-34, miR-9 e miR-30 regulam a expressdo de Snaill, enquanto os miR-124, miR-
203 e miR-204/211 tem como alvo Snail2. J& os miR-214, miR-580 e let-7d regulam a
proteina TWIST1 (Twist-related protein 1) e os miR-138, miR-215 e miR-708
suprimem ZEB2. Essas alteracdes no padrao de expressao das proteinas contribuem

~ . r 1
para a progressdo tumoral e desenvolvimento de metastases.®"

4.3. Familia do miR-10/100

A familia do miR-10/100 ¢ amplamente conservada e seus membros possuem
similaridade na localizagdo gendmica, principalmente em agrupamentos do gene
regulador homedtico (Homeobox — Hox).”” Em humanos, os miRNAs representados
por essa familia sdo os miR-10a, miR-10b, miR100, miR-99a, miR-99b e miR-125a.7®
A desregulagdo na expressao dos miRNAs da familia miR-10/100 vem sido descrita e
estudada por diversos autores. O miR-100 por exemplo ¢ descrito como um supressor
tumoral no cancer de mama.®® Na maioria dos canceres, 0 miR-99a é considerado um
supressor, regulando a via mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos),

suprimindo a viabilidade celular ¢ aumentando apoptose.”*’® O miR-99b apresenta
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papel supressor em céncer colorretal,”” na mama a inibicio deste miRNA foi capaz de
diminuir atividade do fator transformador de crescimento-f (TGF-f), responsavel em
grande parte pela EMT."® Também como um supressor tumoral, o miR-125a suprime
crescimento celular, invasdo e metastase por meio da diminui¢do do oncogene

STAT3.”” O miR-10b por exemplo, ¢ um membro de grande destaque, pois sua

(80) (81)

expressdo desregulada estd envolvida com gliobastoma, ~ cancer pancredatico,

cancer de esdfago,® e cancer de mama.® A alta expressdo desse miRNA em células
de cancer de mama metastatico ¢ induzida pelo fator de transcrigdo TWIST. O miR-10b
induzido inibe a traducdo da proteina HOXDI10 (Homeobox DI0), considerada
supressora, 0 que aumenta a expressao da proteina membro da familia homoéloga Ras C
(RhoC), pro-metastatica. Dessa forma, a alta expressdo deste miRNA esta

, . . ~ L . 83
correlacionada com elevada capacidade de invasdo, migragdo e metéstases.*”

4.3.1. miRNA-10a

O miR-10a desempenha funcdes relevantes em uma variedade de processos

o, . , . . n 4 , . . ~
fisiologicos e patologicos, assim como no cancer.®” Niveis aumentados do miR-10a sdo

(85

. ~ , . . L. 36 . C .
descritos em cancer géstrico,® adenocarcinoma pancreatico,*” leucemia mieloide

@7 @ por exemplo. Alta expressio do miR-10a foi observada nos

aguda,”” e glioma
tumores de mama comparada ao tecido de mama normal.® No processo metastatico,
esse miRNA est4 associado com metéstases linfonodais de cancer géstrico primario, por
regulagdo da via de sinalizagdo WNT, envolvida com a tumorigénese. Esse miR
também modula moléculas de adesdo localizadas na superficie das células, sugerindo
sua relacdo com o desenvolvimento de metastases.*”

Estudos tem demonstrado papéis contraditorios do miR-10a no cancer de mama.

(3489 Como supressor, a alta expressdo desse miRNA foi relacionado com maior tempo
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. . g , . . 1
de sobrevida e recidiva da doenca, ap6s tratamento das pacientes com tamoxifeno.” )

Khan et al. (2015) encontraram baixa expressdao deste miRNA em pacientes de cancer
de mama e relataram aumento na expressao deste miRNA pelo é4cido retindico.® Em
uma analise de microarray realizada em tumores de pacientes com recidiva precoce e
tardia, verificou-se que o miR-10a estava significativamente reduzido em pacientes com
recidiva precoce.(%) Por outro lado, como oncomiR, este miRNA foi relatado por estar
altamente expresso em células resistentes ao quimioterapico cisplatina, indicando pior
evolucio da doenga.®® Um fato interessante, ¢ que esse miR-10a tem a capacidade de
controlar a sintese global de proteinas atuando diretamente na tradugdo de proteinas
ribossOmicas, intensificando-as. A inibicdo desse miRNA diminui a sintese da proteina
oncogénica RAS-V12, que tem capacidade de aumentar o potencial de transformacao
celular para fen6tipo mesenquimal.®? Ke e Lou (2017)° mostraram que a expressio
do miR-10a ¢ aumentada na linhagem celular de cancer de mama triplo-negativo MDA-
MB-231 e na luminal A, MCF-7, quando comparadas com linhagem nd3o tumoral.
Apesar disso, nesse mesmo estudo, foi correlacionada a alta expressdo do miR-10a com
diminui¢ao da habilidade migratéria, promocao da apoptose e supressao da proliferacao
celular pelas proteinas fosforiladas p-Akt (proteina quinase), p-mTOR, p-p70S6K
(proteina ribossomica S6 quinase beta-1) e PIK3CA. Em um estudo que buscou
silenciar o transcrito do oncogene RUNX?2 (fator de transcri¢do relacionado ao Runt 2),
relacionado a metastase 6ssea, foi verificada diminui¢ao nos niveis dos miRNAs 10a e
10b, apds o evento.®” Esse resultado afetou os niveis de proteinas supressoras e alvos
destes miRNAs, HOXA1 (Homeobox Al) e HOXDI10. Quando o RUNX2 foi
superexpresso, observou-se uma inducdo na transcricdlo dos miRs 10a e 10b,

) ) N . ~ 89
ocasionando invasao ¢ migragao celular.®”
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5. Melatonina

5.1 Sintese da melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) ¢ uma molécula presente na
natureza tanto em plantas quanto em animais. Nos mamiferos essa molécula se
apresenta como um hormonio sintetizado em diversas células, tecidos e 6rgaos do
corpo, principalmente para utilizagdo local. A glandula pineal ¢ responsavel por
produzir e secretar esse hormonio na corrente sanguinea, mais especificamente, nas
células encontradas nessa glandula, os pinealocitos.”® As agbes da melatonina sdo
diversas e abrangem a regulagdo do ritmo circadiano, propriedades antioxidantes,
antienvelhecimento e imunomoduladoras.*®*™*® Sua sintese é realizada seguindo um
padrdo ritmico, com pico secretdrio no periodo noturno e quase nenhuma sintese no
periodo diurno.”” Resumidamente, a sintese da melatonina inicia-se a partir da
conversao do aminoacido triptofano em S5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima
triptofano hidroxilase 1 (TPH1). O 5-HTP ¢ descarboxilado pela enzima L-Aminoacido
aromatico descarboxilase (AADC) em serotonina, a qual ¢ acetilada em N-acetil-
serotonina (NAS) na reacgdo catalisada pela enzima arilalquilamina N-acetiltransferase
(AA-NAT). Por fim, a NAS ¢ convertida em melatonina pela enzima hidroxi-indol-O-
metil-transferase (HIOMT) (Figura 5).(997101)

A enzima AA-NAT apresenta um ritmo didrio de agdo, no entanto sua
concentragdo estd mais elevada no periodo noturno, especialmente na fase escura. Esta
variacao ciclica da AA-NAT faz com que a reduc¢do dos niveis de serotonina na fase
escura seja acompanhada pelo aumento das concentragdes de NAS e melatonina. A

degradacdo da melatonina ocorre principalmente no figado, envolvendo a hidroxilagao
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em 6-hidroximelatonina [6(OH)M], seguida dos processos de sulfatagdo ou

i idaca i 5 . (102,1
glicuronidagfo, e posterior excrecdo na urina,'*>'*
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Figura 5. Sintese de melatonina. Envolve a transformagdo sequencial do triptofano em
uma cascata de reagdes enzimaticas catalisadas pela enzima triptofano hidroxilase 1
(TPHI), L-Aminoacido aromatico descarboxilase (AADC), arilalquilamina N-
acetiltransferase (AANAT), e hidroxi-indol-O-metil-transferase (HIOMT). Modificado
de Kleszczynski & Fischer, 2012. !9

5.2. Mecanismos de acao

A agdo da melatonina nas células pode ocorrer por meio da sua ligacdo aos
receptores classicos de membrana (MT1 e MT2), ou de maneira independente dos
receptores.(46) MTI1 e MT2 sdo receptores de membrana acoplados a proteina G
codificados respectivamente pelos genes MTNRIA ¢ MTNRIB.""*> Células de diversos

orgdos expressam esses dois receptores e a interacdo e ligacdo da molécula de
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melatonina com MT1 e MT2 pode modular a atividade de diversas proteinas assim
como perfil i6nico das células.@”

A ativacdo do receptor MT1, ativa as proteinas G acopladas, tais como Gap,
Gous, Ga,g, and Goy;. Essa ativagdo pode ocasionar uma cascata de agdes, como por
exemplo a modulagdo de proteinas quinases (PKC,PKA,MAPK), e a expressao de genes
envolvidos com processos de proliferacdo e diferenciagcdo celular de células tumorais
mamarias.?”'% Hill e colaboradores (2009)'” descreveram que as agdes da
melatonina no tecido mamario tumoral se deve principalmente a sua interagdo com o
receptor MT1, desencadeando supressao do crescimento tumoral. Essa a¢do envolve a
regulacdo de genes cronobioldgicos como os genes relogio, genes relacionados ao
metabolismo celular, fatores de crescimento, e fatores que bloqueiam a iniciagdo,
promogao € progressao celular."’” Ha uma interagdo entre o receptor MT1 e os
receptores de estrogeno, um marcador especifico para tumores mamadrios classificados
como RE positivos. A ativagdo de MTI1 pela melatonina reprime receptores de
estrogeno e consequentemente o desenvolvimento e o crescimento do cancer de
mama.”” A interacio da melatonina com o receptor MT2 j4 foi descrita e embora ela
ndo ter mediado as agdes antiproliferativas em células tumorais MCF-7, ela atua na
modula¢do da producdo de moléculas transdutoras de sinais importantes, tais como
cAMP (adenosina monofosfato ciclico) atuante no metabolismo celular.*”

Independente dos receptores, a natureza lipofilica da melatonina permite sua
difusdo pela membrana celular, nuclear e mitocondrial se ligando a proteinas locais e

desencadeando uma variedade de efeitos.*” No citoplasma esse horménio pode

interagir com a calmodulina e com receptores nucleares RZR/ROR (receptor Z para
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retinoide/receptor o0rfao para retinoide) que ativam fatores de transcrigao envolvidos na
N . N n (108-110)
modulagdo da proliferacdo do cancer de mama.
A melatonina atua também em enzimas redutases a fim de reduzir o dano
oxidativo causado por radicais livres (ROS) em diversos tecidos, assim como em células

tumorais mamarias. Estudos tem demonstrado o efeito deste hormonio no aumento de

enzimas antioxidantes que modulam o metabolismo celular e diminuem a proliferagao.

(111,112)

5.3. Melatonina e cancer

Baixas concentracdes de melatonina sdo relacionadas a frequéncia de exposigao
a luz durante a noite.?”’ Esse fato ¢ evidenciado como importante fator de risco para o
desenvolvimento do céncer, principalmente de mama."'? Alguns autores buscam
investigar quais as consequéncias da exposi¢do a luz no periodo noturno e a sua relacao
com os baixos niveis da melatonina. Estudos com camundongos demonstram que a
diminui¢ao da melatonina pela exposicao a luz intensificou a resisténcia a quimioterapia
de tumores mamarios."'' Em humanos, Blask e colaboradores (2011) demonstraram
alta susceptibilidade ao desencadeamento de cancer de mama em trabalhadores
noturnos, por disfun¢do do ritmo circadiano e desempenho metabdlico corporal,
controlado em partes pela melatonina.' > 16)

A acdo protetora da melatonina no cancer fica comprometida quando sua
secre¢do ¢ bloqueada. Muitos tumores sao formados devido a danos no DNA pela acao
de radicais livres. A melatonina tem a capacidade de neutralizar essas moléculas e
proteger 0 DNA de danos oxidativos."'”'"® Diversos estudos tém mostrado os efeitos
. (46.119.120)

oncostaticos da melatonina e sua habilidade em inibir a progressdo tumora

Esse hormonio age na instabilidade genomica, melhorando a capacidade de reparo do
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DNA; diminui a ativagdo de vias sinalizadoras de proliferacao; bloqueia a sinalizagao
de crescimento celular, recupera a capacidade de apoptose; diminui a imortalidade
replicativa; inibe genes envolvidos com a desregulagdo do metabolismo celular,
diminui¢do da inflamacdo, inibicdo do processo de angiogénese, invasdo e
metastase. !>

Considerando seu envolvimento na regulacdo de genes e proteinas relacionadas
ao processo metastatico, uma gama de acdes antimetastaticas da melatonina pode ser
descrita (Figura 6). Esse hormdnio pode agir no bloqueio da vasculariza¢dao tumoral, a
angiogénese, promotora do crescimento tumoral e que ¢ controlada por fatores como o
VEGF e ET-1 (endotelina 1). Em modelos tumorais de cancer de mama e em pacientes
com tumores avancados, a melatonina reduziu os niveis de VEGF."**'* Em céncer de
colon, esse hormdnio também ¢ capaz de diminuir ET-1, proteina vasoconstritora
envolvida com o processo de angiogénese.'*¥

Na transi¢ao epitélio-mesenquimal, a melatonina demonstra efeitos na regulagdo
da interacdo célula-célula e célula-matriz extracelular, melhorando a produgdo de
moléculas de adesdo. Esse hormonio pode regular metaloproteinases (MMP), que sdo
enzimas capazes de destruir a matriz extracelular e promover o desprendimento das
células tumorais. A redugdo a atividade catalitica da MMP-9 pode ser observada pelo
estudo de Rudra e colaboradores (2013),"*> onde verificaram a acdo da melatonina na
interrupgdo da ag¢do da protease. Ainda, esse hormonio pode inibir a agdo da proteina
Rho Associated Coiled-Coil Containing Protein Kinase 1 (ROCK-1), reguladora de
rearranjos do citoesqueleto celular, e capaz de promover a invasdo tumoral.'*®

Outras evidéncias apontam o papel desse hormonio na regulagdo do processo de

EMT, principalmente interferindo a expressio de proteinas caracteristicas.'*” A
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melatonina interfere na sinaliza¢ao do fator nuclear kappa B (NF-kB), diminuindo sua
expressdo e consequentemente promovendo a expressao de E-caderina, importante
proteina que mantém a aderéncia célula-célula.'*® Ainda, esse aumento provoca
consequente declinio da proteina marcadora de fendtipo mesenquimal, vimentina.“? A
ocludina, outra molécula relacionada as jungdes célula-célula, tem sido identificada
aumentada pela melatonina e capaz de regular proteinas como PI3K que juntamente
com outras moléculas podem intensificar a capacidade migratoria das células.*""'**
Esse hormonio também atua na modulagdo da sinalizagdo da via de ativagdo do
receptor HER2/MAPK/Extracellular signal-regulated kinase (Erk), que reprime a EMT
e metastase em cancer de mama avancado por modulacdo de Rsk (Ser/Thr kinase
ribosomal S6 kinase), transdutores de sinais associados 4 malignidade celular."*” Isso

aponta os efeitos benéficos da melatonina em tumores mamarios classificados como

HER2.
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Figura 6. Representagcdo esquematica dos multiplos mecanismos envolvidos na inibi¢ao

da metastase pela melatonina. EMT: transi¢do epitélio-mesenquimal; ET1: endotelina-1,
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GSK3p: quinase glicogénio sintase 3 beta; HER2: receptor do fator de crescimento
epidermal humano 2; MAPK: proteina quinase mitégeno ativada; MLCK: myosin light-
chain kinase; MMP-9: metaloproteinase de matriz 9; ROCK-1: quinase associade a
proteina Rho 1; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. Adaptado de Reiter et

al. (2017).49

6. Melatonina e miRNAs

A acdo da melatonina tem sido demonstrada na modulacdo de determinados
miRNAs que possuem envolvimento com o cancer. 132 Ela aumenta a expressao dos
miR-3195 e miR-374b, que desencadeiam agdo anti-angiogénica € suprimem a
expressao de fatores pro-angiogénicos no cancer de préstata.(m) No cancer gastrico,
essa indoleamina inibe o crescimento celular e induz a apoptose por mediar a acdo do
miR-16 e do fator de transcricao mothers against DPP homolog 3 (SMAD3).(13 3 Lee et
al. (201 1)“34) e Mori et al. (2016)"*¥ estudaram o efeito da melatonina na modula¢do da
expressdao de miRNAs em células de cancer de mama nao metastaticas. Os resultados
demonstraram a capacidade da melatonina em alterar a expressio de miRNAs,
promovendo inibi¢do no crescimento das células tumorais mamadrias. Ainda que estes
estudos tenham mostrado a acdo do hormodnio na regulacdo de miRNAs, poucos sdo os
estudos que investigam miRNAs modulados pela melatonina e envolvidos
principalmente com a metéstase do cancer de mama. Nesse contexto, a melatonina pode
ser considerada importante alvo no controle da progressao tumoral, criando assim, um

caminho promissor para sua utilizagdo como agente terapéutico no cancer.
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7. Objetivo

Avaliar a potencial agdo da melatonina no processo metastatico mediado por
miRNAs no cancer de mama triplo-negativo.

7.1. Objetivos Especificos

. Verificar a viabilidade celular de células tumorais mamarias da linhagem MDA-
MB-468, apo6s tratamento com diferentes concentragdes de melatonina a fim de
estabelecer uma dose ideal.

. Identificar a expressao diferencial de miRNAs associados ao cancer de mama
por PCR-Array na linhagem celular MDA-MB-468, tratada ou ndo com melatonina.

- Selecionar um miRNA candidato diferencialmente expresso e seu gene e

proteinas alvo.

. Realizar o silenciamento de um miRNA (oncomiR) que se mostrar relevante nas
analises de PCR-Array.
. Apos os tratamentos, verificar a capacidade metastatica das células tumorais por

ensaio de invasdo/migragao celular e a expressao de proteinas alvo do miRNA.
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II. MATERIAL E METODOS




26

II. MATERIAL E METODOS

Consideracoes Eticas

O presente estudo foi dispensado de certificacdo pelo comité de ética por ter

utilizado linhagens celulares humanas imortalizadas.

1. Cultivo celular

Células procedentes da linhagem tumoral de cancer de mama humano triplo-
negativo MDA-MB-468, MDA-MB-231 e luminal A (RE positivo) MCF-7
permaneceram em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e soro
fetal bovino (SFB) a -80 °C até¢ o momento de uso. As células MDA-MB-468 foram
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Wilson Aragjo da Silva Junior, do Departamento de
Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(FMRP-USP). As células MDA-MB-231 e MCF-7 ja constavam no banco de linhagens
do LIMC (Laboratorio de Investigagao Molecular no Cancer).

Apos o descongelamento, as células foram cultivadas em meio de cultura
DMEM alta glicose (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - High Glucose),
suplementadas com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de penicilina/estreptomicina
(LGC Biotecnologia), mantidas em incubadora de CO;, a 5 %, na temperatura de 37 °C.

Os experimentos foram iniciados quando as c€lulas atingiram 80 % de confluéncia.

2. Desagregacio enzimatica e contagem das células em Camara de Neubauer

Apos lavagem com solugdo tampao fosfato (PBS), as células em cultivo foram
desagregadas utilizando Tripsina 0,25 % (LGC Biotecnologia), centrifugadas e
ressuspendidas em meio completo. Uma aliquota de 10 pL de células foi separada,

corada com azul de tripan para exclusdo das células mortas e disposta em camara de
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Neubauer para contagem dos quadrantes ao microscopio (Figura 7). Para obtengdo do

numero de células foi feita a seguinte equagao:

n‘total de células

n°de células/mL = n° de quadrantes X fator de dilui¢do x 10*

Figura 7. Esquema representativo da camara de Neubauer. Os circulos indicam os

quadrantes laterais que foram utilizados para a contagem.

3. Ensaio de viabilidade celular (MTT)

O ensaio MTT foi realizado para avaliar o efeito da melatonina na viabilidade
celular da linhagem MDA-MB-468. Este procedimento consiste em um ensaio
colorimétrico utilizado para avaliacdo da atividade metabolica celular.*® Quando
adicionado as células em atividade, o sal MTT ¢ reduzido e metabolizado pela enzima
desidrogenase succinica presente nas mitocondrias e forma cristais de cor purpura.*”

Uma quantidade de 5 x 10* células/mL foram diluidas em 100 pL de meio de
cultivo suplementado com 2 % de soro fetal bovino e dispostas em pogos individuais
(placa de 96 pocos) com incubagdo de 24 horas em estufa de CO, a 5 % na temperatura
de 37 °C. Apods o periodo, seguiu-se o tratamento utilizando cinco concentragdes
distintas de melatonina (0,0001 mM, 0,001 mM, 0,01 mM, 0,1 mM e 1 mM) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA). As células do grupo controle receberam apenas a solucdo

veiculo, composta pela diluicdo da melatonina (1:1 de etanol absoluto ¢ PBS). O
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tratamento foi mantido por 24 horas, em seguida a solu¢ao de MTT (Vibrant MTT Cell
Proliferation Assay Kit - Invitrogen) foi adicionada em cada poco e incubada por 1
hora. Posteriormente, para que houvesse a solubilizacdo dos cristais formados a partir
da metabolizagdo do MTT, foi adicionado o composto dimetil-sulfoxido (DMSO)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) as células e mantido por 10 minutos. A absorbancia foi
medida em comprimento de onda de 562 nm utilizando-se o leitor de placas FLUOstar
Omega Microplate Reader. A viabilidade celular foi calculada para as diferentes
concentragdes de melatonina em relagdo ao grupo controle. Todos os tratamentos foram

realizados em triplicatas biologicas.

4. Técnica de PCR Array

4.1. Grupos experimentais

As células das linhagens em estudo foram cultivadas em placas individuais de 6
pogos em uma concentragio de 0,5 x 10° células/pogo conforme os grupos
experimentais descritos abaixo:

= Grupo Controle: células tratadas com a solugdo veiculo (1:1 etanol/PBS);
= Grupo Melatonina: células tratadas com 1 mM de melatonina (concentracio
escolhida apos ensaio de MTT);

O tratamento com melatonina foi realizado utilizando melatonina em po
previamente diluida em etanol absoluto e PBS, obtendo assim, uma solucdo mae na
concentracao de 100 mM. A partir desta, foi feita uma re-diluigdo em meio DMEM com
2 % soro fetal bovino, a fim de obter uma concentracao final de 1 mM. Os tratamentos

foram realizados em triplicata, com duragao de 24 horas.
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4.2. Extracao de RNA total

As amostras de RNA total foram extraidas de todos os grupos utilizando o Kit de
extracdo miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). Inicialmente, as células
foram lavadas com PBS, em seguida foi adicionado 500 pL do reagente QIAzol
(Qiagen, Hilden, Alemanha) gelado para lise celular, homogeneizando para
desprendimento total das células. A solugdo foi transferida para um tubo e mantida em
temperatura ambiente por 5 minutos. Na sequéncia foram adicionados 140 pL de
cloroféormio para cada 700 pL de amostra, seguido de agitagdo por inversao de tubos e
centrifugacdo em uma velocidade de 12.000g por 15 minutos a 4 °C para separagdo em
trés fases. A fase superior consiste no RNA total, a fase intermediaria (branca) contém o
DNA, e a fase inferior (rosa) ¢ formada pelas proteinas e outros produtos celulares. A
fase superior onde se encontra o RNA foi entdo retirada com cuidado, diluida em etanol
absoluto gelado em quantidade varidvel por amostra (quantidade de amostra x 1,5)
homogeneizada e adicionada em um tubo com coluna integrada. O tubo contendo a
amostra foi centrifugado por 1 minuto a 12.000g a 22 °C. O material ficou contido na
coluna e o liquido abaixo da mesma foi descartado. 700 uL de Buffer RWT toram
adicionados a coluna, centrifugado por 1 minuto a 12.000g a 22 °C. O filtrado foi
descartado e 500 puL de Buffer RPE foram adicionados a coluna que foi centrifugada
novamente por 1 minuto a 12.000g a 22 °C repetindo-se a operagdao por 2 minutos. Os
Buffers, produtos do kit, foram utilizados para lavagem e purificagdo da amostra. Ao
final, 30 uL de RNase-free water foi adicionado a coluna, centrifugada novamente por 2
minutos obtendo-se o RNA total eluido em um novo tubo que mantido em freezer -80
°C até o uso. A quantificacdo e a qualidade do RNA foram avaliadas utilizando-se o

NanoDrop 2000C Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA).
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4.3. Sintese de cDNA
A reacdo de transcriptase reversa para producdo da fita de cDNA (DNA

complementar) foi feito por meio do miScript II RT Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha)
especificos para miRNAs. O mix da reacdo foi preparado com 4 pL. de Hispec Buffer, 2
uL de mix de nucleotideos, 2 uL de mix transcriptase reversa e RNase-free water na
quantidade variavel para cada amostra atingindo um volume do mix de 8 pL. As
amostras foram pipetadas juntamente com o mix para atingir um volume final de 20 pL
e concentragdo final de 250 ng. Em seguida, os tubos foram homogeneizados,
centrifugados e incubados no termociclador Mastercycler (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha), seguindo a programagao de 37 °C por 60 minutos, 95 °C por 5 minutos e

entao mantidas a 4 °C.

4.4. Real-time PCR Array para analise da expressao de miRNAs maduros

O PCR Array foi desenvolvido a fim de verificar a expressdo diferencial de
microRNAs maduros em células tumorais de mama da linhagem MDA-MB-468,
tratadas ou ndo com melatonina. Para tanto, foram utilizadas placas miScript miRNA
PCR Arrays (RT? Profiler Plate) — Human breast cancer MIHS-109ZC-2 (Qiagen,
Hilden, Alemanha) compostas por 96 pogos contendo 84 iniciadores diretos de miRNAs
maduros (primers) e relacionados ao cancer de mama (Quadro 2 e Figura 8). O cDNA
obtido das amostras foi diluido em RNAse-free water para uma concentragdo de 25
ng/uL. Em seguida, o mix miScript SYBR Green PCR kit (Qiagen, Hilden, Alemanha)
foi preparado com 1375 pL de Master Mix, 275 wL miScript Universal Primer, 1000 pL
RNase-free water ¢ 100 pL. da amostra de cDNA em um volume total de 2750 uL. O
mix contém sondas especificas que emitem fluorescéncia e indicam a reagdo de

amplificacdo do material através de um software acoplado ao equipamento de PCR em



31

tempo real. Apos o preparo, 25 pL. do mix foram adicionados em cada pogo das placas e
inseridas no equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster, EUA) a uma
temperatura de 95 °C por 15 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 55 °C por 30
segundos, 70 °C por 30 segundos. O valor da expressdao relativa dos miRNAs de
interesse foi determinado pelo método de quantificacdo em relacdo a média dos genes

. . . -AACH, (138
normalizadores utilizados como controle endogeno (24<").(*¥

Quadro 2. Placa de PCR Array com 84 miRNAs relacionados ao cancer de mama.

Esquema representativo da placa utilizada para analise de expressdo génica de miRNAs.

Let-7a Let-7b Let-7c Let-7d Let-7e Let-7f Let-7g Let-7i miR-1 miR-100 miR-107 miR-10a
miR- miR- miR- miR-
miR-10b 125b 125b1 miR-128  miR-129 130a 130b miR-132  miR-140 miR-141 miR-145  miR-148
miR- miR- miR- miR-
miR-152 miR-155 miR-15a  miR-15b miR-16 miR-17 181a 181b 181c 181d miR-182  miR-186
miR193 miR- miR- miR- miR- miR-
miR-18a b miR-195 199a3p 199a5p miR-19a  miR-19b 200a 200b 200c miR-202  miR-203

miR-204 miR-205 miR-206 miR-20a  miR-20b miR-21 miR-210 miR-212  miR-214 miR-22 miR-222  miR-223

miR-25 miR-26a miR-26b miR-27a miR-27b miR-29a miR-29b  miR-29¢ miR-31 miR-328  miR-340 miR-424

miR-429  miR-485 miR-489 miR-495 miR-497 miR-548 miR-607 miR-613 miR-7 miR-93 miR-96 miR-98

cel-miR-  cel-miR- SNORD SNORD SNORD SNORD SONOR RNU6-
39 39 61 68 72 95 D96A 6P miRTC miRTC PPC PPC
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Figura 8. Composicao da placa RT Profiler PCR Array Human Breast Cancer. A placa
¢ composta por 84 primers de miRNAs maduros relacionados ao cancer de mama e
dispostos entre os pocos Al a G12; H1 a H2 contém replicata do miR-39 da espécie C.
elegans, um normalizador alternativo dos dados do PCR Array; H3 a H8 contém
ensaios para diferentes RNAs de interferéncia snoRNA/snRNA usados também como
controles internos da reacao; H9 a H10 possuem replicata do miRTC miScript Primer,
para controle da reacdo de transcriptase reversa; e os pocos H1l a H12 possuem

replicata do controle positivo da rea¢do de PCR.

5. Selecao de miRNA candidato e possivel gene alvo

Entre os miRNAs diferencialmente expressos, o miR-10a foi selecionado.
Levando em considera¢do a regulagdo de genes e proteinas relacionadas a metéstase,

uma busca na base de dados mirDIP (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP) foi realizada a

fim de wverificar possiveis alvos do miRNA. Essa base utiliza algoritmos
disponibilizados pelas principais ferramentas de predicdo de RNAm-alvos de miRNAs e
a sequéncia 3° UTR de transcritos humanos disponiveis nos bancos de dados de
transcriptomas, utilizando diversos critérios como pardmetros para avaliar a
possibilidade de interagdo como por exemplo, a estabilidade termodinamica e validagao
experimental observado em literatura (DIANA-microT, miRBase, microRNA.org e

Target Scan).
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6. Modificacao transiente de células tumorais

A modificacdo transiente das células tumorais foi realizada inicialmente na
linhagem MDA-MB-468. Posteriormente, para complementar os resultados, também
realizamos os experimentos na linhagem MDA-MB-231. O intuito desse ensaio foi
inibir a acdo do hsa-miRNA-10a-5p (miR-10a), para tanto, foi utilizado o reagente
MirVana miRNA Inhibitors (Ambion, EUA) miR-10a-5p (Inibidor miR-10a) (Quadro 3),
que sdo pequenas moléculas de RNA fita simples desenhados para se ligar e inibir a
atividade de miRNAs endogenos quando introduzidos dentro das células. Dessa forma,
possibilitam andlises funcionais pela diminui¢do da fun¢do do mesmo. Além disso, foi
utilizado um controle negativo da reacdo que contém uma sequéncia de nucleotideos
sem homologia com qualquer gene, descrita em mamiferos, e embaralhada (Ambion,
EUA). O Inibidor miR-10a e o controle negativo foram diluidos separadamente em agua
nuclease-free para obter uma solucdo de trabalho na concentracdo de 10 pM. Foram
preparados dois tubos: um contendo 3 pl de Inibidor/Controle negativo acrescido de 100
ul de meio de cultivo DMEM sem SFB e 12 ul de reagente HiPerfect (Qiagen, Hilden,
Alemanha), ideal para a transfeccao, pois permite o carregamento das sequéncias para o
interior das células. A solucao de transfec¢ao foi incubada por 10 minutos e adicionada

as células plaqueadas para a posterior realizacdo dos experimentos.
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Quadro 3. Descri¢ao do primer utilizado para transfeccao transiente.

hsa-miR-10a-5p

Objetivo Inibigdo

Sequéncia madura miRNA  JACCCUGUAGAUCCGAAUUUGUG

GAUCUGUCUGUCUUCUGUAUAUACCCUGUAGAU
CCGAAUUUGUGUAAGGAAUUUUGUGGUCACAA
AUUCGUAUCUAGGGGAAUAUGUAGUUGACAUA
AACACUCCGCUCU

Stem Loop

Fonte: miRBase.(139)

7. Grupos experimentais apos transfeccio

As células das linhagens em estudo foram cultivadas e plaqueadas utilizando a
mesma metodologia descrita no item 4.1 e divididas nos grupos experimentais abaixo:
= Grupo Controle: células tratadas com a solugao veiculo;
= Grupo Melatonina: células tratadas com 1 mM de melatonina;
= Grupo Controle Negativo: transfeccdo com uma sequéncia embaralhada
(scramble);

=  Grupo Inibidor miR-10a: transfeccao com inibidor do miR-10a.

8. Sintese de cDNA para PCR quantitativo em tempo real

Apos os tratamentos, as células foram extraidas conforme descrito no item 4.2
(Extracdo de RNA total). Para sintese do cDNA, foi utilizado o kit Tagman microRNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, Foster, EUA) especifico para miRNAs. O
mix foi preparado por reacdo, contendo a amostra de RNA extraido em uma
concentracdo de 10 ng/uL, 0,15 uL de dNTPs, 1 pL de MultiScribe Reverse

Transcriptase, 1,5 uL de Reverse Transcription Buffer, 0,19 uL de RNase Inhibitor,
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4,16 uL de Nuclease-free water ¢ 3 pL de sonda especifica (primer) resultando no
volume final de 15 pL. Para gene utilizou-se o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster, EUA) preparado com 2 pL de RT Buffer, 0,8
uL de ANTP Mix, 2 pL. de RT Random Primers, 1 pL de MultiScribe Reverse
Transcriptase, 4,2 uL de Nuclease-free water, resultando em um volume final de 10 pL.
por reacdo. Para sintese de cDNA dos miRNAs foi usado o termociclador Mastercycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com ciclos de 16 °C por 30 minutos, 42 °C por 30
minutos, 85° por 5 minutos e entdo mantidos a 4 °C. Na sintese de cDNA para genes, 0s
ciclos foram programados na temperatura de 25 °C por 10 minutos, 37 °C por 120
minutos e 85 °C por 5 minutos. Ao final da transcricdo o cDNA foi estocado em freezer

-20 °C para posterior uso.

9. PCR quantitativa em tempo real (q-PCR)

Como foco central do trabalho, avaliamos os niveis de expressao do miRNA-10a
nas diferentes linhagens. Para complementar os resultados, avaliamos também o
miRNA-10b, pertencente a mesma familia do miR-10a e com destaque na literatura
cientifica por apresentar relagdes como processo metastatico.'*” Além disso,
verificamos o gene alvo HOXD10. Os dados foram avaliados por meio do equipamento
de PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems, Foster, EUA). O mix foi
preparado com 8 pL de nuclease-free water, 10 uL de TagMan Universal PCR Master
Mix 11 (2x), 1 puL do primer TagMan Assay (Applied Biosystems, Foster, EUA) e 1 uL
do cDNA, resultando em um volume final de 20 pL. As amostras foram distribuidas em
placa de 96 pocos em triplicata. A amplificagdo foi obtida nos seguintes ciclos: 50 °C
por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1

minuto. Para normalizar a expressdo do miRNA e do RNAm dos genes-alvo em estudo,
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foram utilizados os controles endogenos U6 e B-Actina, respectivamente. O nome e 0s
ensaios utilizados constam no Quadro 4. Os niveis de expressdo relativa entre as
amostras foram calculados pelo método de quantificagdo em relagdo a média dos genes

. o . -AACHy (138
normalizadores utilizados como controle enddgeno (2 ).(13%)

Quadro 4. Primers de miRNAs utilizados TagMan Assays.

Nome Ensaios
hsa-miR-10a-5p 000387
hsa-miR-10b-5p 002218
U6 snRNA 001973
HOXD10 Hs00157974 ml
B-Actina Hs99999903 m1
10.  Ensaio de invasido e migracio celular

Para verificar a capacidade de invasao e migracao das linhagens triplo-negativas
MDA-MB-468 ¢ MDA-MB-231 ap6s tratamentos, foram utilizados insertos BD
Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences, Bedford, EUA) com membranas de 8§ pm
policarbonatas, dispostos em placa de 24 pogos. Em cada pogo foi adicionado 500 uL
de meio de cultivo completo (10 % de SFB), em seguida os insertos foram posicionados
dentro de cada poco. As células foram entdo, adicionadas ao inserto em uma
concentragdo de 0,8 x 10° células/inserto em 300 puL de meio de cultivo incompleto
(Figura 9). A placa foi incubada em estufa de CO, por 24 horas. Apos esse periodo, os
insertos foram retirados da placa, fixados com paraformaldeido 4 % e corados com

cristal violeta por 15 minutos para detectar as células migratdrias seguida de contagem
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com o auxilio de microscopio optico. O ensaio foi feito em triplicata de cada grupo

experimental.

€ elubas migrando
Inicio pelos poros (0.8 um)

Apas 24 horas

Inseno

Meio incompleto (Sem SFB|

Muio completo —

Marrige|
Poros

Cebulas destroem
o matrigel

Figura 9. Representagdo esquematica do ensaio de invasdo/migracao celular. As células
sdo inseridas na parte superior dos insertos (0,8 x 10° células/pogos) que contém meio
incompleto (sem SFB). Durante o periodo de incubagdo, as células destroem o matrigel
e migram para o compartimento inferior contendo meio completo (com SFB) através

dos poros presentes nos insertos.

11. Expressao proteica por Western blotting

A extracdo proteica foi realizada com tampao de lise contendo 900 pL de NP40,
100 uL de protease e 3,32 uL de inibidor de protease PMSF para cada 1 mL de solugao
final (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). As células foram lavadas com PBS, submetidas a
lise com 50 uL de tampao por poco, desagregadas e centrifugadas por 20 minutos a
15.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante contendo as proteinas foi coletado, seguido da
quantificagdo com o Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
EUA) utilizando Albumina Sérica Bovina (BSA) como padrﬁo.(m) Para a realizacao do
Western blotting foi utilizado 50 pg de proteina. As amostras foram preparadas em
solugdo sample buffer contendo B-mercaptoetanol e Laemmil na propor¢ao 1:20,
incubadas a 95 °C por 5 minutos e mantidas em gelo para serem aplicadas no gel. O gel
foi preparado com poliacrilamida (10 %) e as amostras aplicadas foram separadas por

eletroforese com tampao de corrida (100 mL de 10x Tris/Glicina/0,1 % SDS e 900 mL
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de 4gua ultrapura) em corrente de 120 V por 2 horas. Apds a corrida, a membrana
PVDF (BioRad, Hercules, EUA) foi ativada em metanol por 5 minutos e, em seguida,
acondicionada em tampao de transferéncia (100 mL tampao de corrida a 10x + 200 mL
de metanol + 700 mL de agua ultrapura) junto ao gel, papéis filtro e esponjas de
umidificacdo. A transferéncia imida do gel para a membrana PVDF foi realizada a 100
V por 2 horas com a cuba acondicionada em gelo. Ao término da transferéncia, as
membranas foram lavadas em tampao TBS + 1 % tween-20 (TBS-T) por 3 vezes de 5
minutos e, em seguida, foi realizado o bloqueio por 1 hora em TBS-T + 5 % BSA. Na
sequéncia, foi feita a incubagdo com os anticorpos primarios previamente selecionados
(Quadro 5), diluidos em tampao de bloqueio das membranas e mantidas overnight a 4
°C. As membranas foram lavadas em tampao TBS-T por 3 vezes de 5 minutos e
incubadas com anticorpo secundario especifico por 1 hora sob agitagdo em temperatura
ambiente. Ap6s, foram lavadas novamente em tampao TBS-T por 4 vezes de 10
minutos e reveladas em substrato quimioluminescente Clarity Western ECL (Bio-Rad,
Hercules, EUA), sendo visualizadas no aparelho Fusion Capt Advance. A expressdo
proteica foi normalizada pela expressdo da proteina B-actina, utilizada como controle

interno.
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Quadro 5. Anticorpos primarios utilizados na técnica de Western blotting e suas

respectivas dilui¢des.

Anticorpo Marca Dilui¢do
B -actina Sigma-Aldrich 1:5000
Claudina 7 Abcam 1:100
E-caderina Cell Signaling 1:1000
PI3KCA Abcam 1:500
Vimentina Millipore 1:100

12. Analise Estatistica

Os resultados foram inicialmente submetidos a andlise descritiva para
determinagdo da normalidade. Para amostras com distribui¢do normal, utilizou-se o
teste t de Student (duas amostras) ou a Analise de Varidncia (ANOVA), seguido do teste
de Bonferroni (mais de duas amostras). Os dados foram apresentados como média +
erro padrao de média (S.E.M.). Os valores de p<0,05 foram considerados significativos
e todas as analises foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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III. RESULTADOS
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I1II. RESULTADOS

1. Estabelecimento do cultivo celular

O cultivo das linhagens de cancer de mama MDA-MB-468, MDA-MB-231 e

MCEF-7 (Figura 10) foi estabelecido apresentando 80-100 % de confluéncia em 3 a 5

dias de cultivo.

Figura 10. Fotomicrografia de células de linhagens tumorais mamarias humanas. (A)
Linhagem MDA-MB-468 de origem epitelial glandular, possuem formato arredondado
e formam coldnias “cacho de uva”. (B) Linhagem MDA-MB-231 de origem epitelial
glandular com formato fusiforme. (C) Linhagem MCF-7 de origem epitelial e forma

poligonal. Barra: 100pm.

2. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi calculada para as diferentes concentragdes de
melatonina em relagdo ao grupo controle. Os resultados obtidos mostraram que apods 24
horas, todas as concentracdes reduziram significantemente a viabilidade das células. A
concentracdo de 1 mM escolhida foi a que apresentou os melhores valores estatisticos

(p<0,0001) (Figura 11).
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Figura 11. Ensaio de MTT para avaliacdo da viabilidade das células tumorais MDA-
MB-468 apods tratamento com melatonina. As células foram tratadas com melatonina
em diferentes concentracdes ¢ em todas elas este hormonio diminuiu a viabilidade
celular. Trés experimentos independentes foram realizados em triplicata. Os valores
expressam a média = o Erro Padrao da Média (S.E.M.). (*p<0,05, **p<0,01 e
*#%p<0,001 versus Controle). Teste ANOVA one—way complementado pelo post-hoc

de Bonferroni. CT: controle

3. miRNAs diferencialmente expressos

A andlise dos miRNAs da linhagem tumoral de mama MDA-MB-468 por PCR
Array resultou em 13 miRNAs modulados apés o tratamento com melatonina (Figura
12). Dentre eles, seis miRNAs foram regulados positivamente (Figura 12-A) let-7c-5p,
miR-152-3p, miR-182-5p, miR-202-3p, miR-29b-3p, miR-214-3p e sete miRNAs foram
regulados negativamente (Figura 12-B), miR-107, miR-10a-5p, miR-145-5p, miR-15b-

5p, miR-20a-5p, miR-429 e miR-7-5p.
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Figura 12. miRNAs diferencialmente expressos em células MDA-MB-468 apds
tratamento com melatonina (1 mM). O perfil de miRNAs, tratados ou ndo com
melatonina, foi realizado utilizando a placa R7? Profiler PCR Array Human Breast
Cancer. (A) miRNAs regulados positivamente. (B) miRNAs regulados negativamente.
A expressdo relativa dos miRNAs foi calculada usando o método 244", Os valores sio

apresentados em Log;o do fold change. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4. Escolha do miRNA e possivel gene alvo

A andlise dos resultados obtidos por PCR array revelou diminui¢do nos niveis
do miR-10a. Ap6s busca na literatura e em banco de dados, este miRNA foi selecionado
para o estudo, considerando seu envolvimento com o processo oncogénico € sua relacdo
com a metastase no cancer de mama.’*” Como ja descrito na metodologia, foram
utilizados algoritmos de predicdo para busca de RNAm alvos para o miR-10a.
Inicialmente, a andlise apontou 20.123 alvos. Alguns alvos foram selecionados pelos
melhores scores tais como BTRC, HOXDI10, MAP3K7, CLDN7, HOXAI, CDHI,
PIK3CA, USF2. A partir desses, selecionamos 5 alvos principais com base na sua

funcdo biologica na progressdo da tumorigénese, especificamente aqueles que
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codificam proteinas importantes no processo de progressao tumoral e metastase,
HOXDI10, CDHI (E-caderina), CLDN7 (claudina 7) e PIK3CA foram avaliados. Além
disso, verificamos também a expressdo de vimentina, uma proteina inversamente

correlacionada com a expressdo de E-caderina no processo de EMT.

BTRC
hAAPIHT | / HONDLD
HOXAL —  miR-10a — CLONT
v 4 ' v
COHL PlK3CA
USFE

Figura 13. Rede de interacdo do miR-10a com seus respectivos alvos. Analise obtida

por banco de dados de bioinformatica utilizando algoritmos de predicao de alvos."*?

5. PCR quantitativa em Tempo Real

5.1. miRNA-10a

Para validar os resultados encontrados no ensaio de PCR Array, avaliamos a
expressao do miR-10a apos 24 horas de tratamento com melatonina. Na linhagem
MDA-MB-468 o miR-10a foi modulado negativamente apos as células serem tratadas
com 1 mM de melatonina (Figura 14-A). Para complementar estes resultados,
analisamos a expressdo do mesmo miRNA nas linhagens de cancer de mama MDA-
MB-231 e MCF-7. Houve modulagao dos niveis de expressdo do miR-10a na linhagem
triplo-negativa MDA-MB-231 (Figura 14-B), na qual o mesmo foi regulado
negativamente. J4 na linhagem RE positivo MCF-7, a diminui¢do ndo foi significante

(Figura 14-C).
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Figura 14. Expressdao génica do miR-10a por PCR em tempo real nas linhagens de
cancer de mama apos tratamento com melatonina (1 mM). A melatonina diminuiu a
expressao do miR-10a nas linhagens triplo-negativas MDA-MB-468 (A) e MDA-MB-
231 (B). Na linhagem RE positivo MCF-7, ndo houve modulacdo (C). A expressdo
relativa dos miRNAs foi calculada usando o método 24", Os resultados demonstram a
média £ S.E.M. da triplicata. Os valores representam o fold change. (*p<0,05, **p<0,01

versus Controle). Teste t de Student.

5.2. miRNA-10b

Para ampliar nossa investigagdo em busca de resultados mais consistentes, além
de avaliar o miR-10a, avaliamos a expressao relativa do miR-10b apos tratamento com
melatonina. O miR-10b desempenha significante contribuicdo na invasao e capacidade
metastatica em células de cancer de mama. Seus niveis de expressdo sdo positivamente

relacionados com a classificacdo da doenga, estadio clinico e desenvolvimento de
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metastase.(143) Nas trés linhagens MDA-MB-468 (Figura 15-A), MDA-MB-231
(Figura 15-B) e MCF-7 (Figura 15-C) houve modesta modula¢do nos niveis de

expressao do miR-10b, resultado similar ao observado no PCR Array (dados ndo

mostrados).
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Figura 15. Expressao génica do miRNA-10b por PCR em tempo real nas linhagens de
cancer de mama apos tratamento com melatonina (I mM). (A) Linhagem MDA-MB-
468; (B) MDA-MB-231 e (C) MCF-7. Houve modesta modulacdo do miR-10b pela
melatonina nas linhagens. A expressao relativa dos miRNAs foi calculada usando o
método 2. Os resultados demonstram a média = S.E.M. da triplicata. Os valores

representam o fold change. Teste t de Student.
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5.3. Gene alvo HOXD10

Inicialmente avaliamos a expressao génica de um gene alvo do miR-10a, o
HOXD10, confirmado por scores no banco de dados miRDIP. Além disso, sabe-se que o
gene selecionado possui forte relagio com o miR-10b,'"***9) assim procuramos
avaliar sua expressao nas linhagens estudadas. Na linhagem MDA-MB-468, a expressao
de HOXD10 nao foi identificada, pois ndo houve amplificagdo deste gene pela técnica
de PCR em tempo real (dados ndo mostrados). Somente nas linhagens MDA-MB-231 e
MCEF-7 foi possivel notar a presen¢a do transcrito HOXDI(0 e analisar a sua expressao
apos 24 horas de tratamento com a melatonina. Como resultado, uma diminui¢do nos

niveis génicos pode ser notada em ambas as linhagens (Figura 16).
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Figura 16. Expressao génica de HOXDI0 por PCR em tempo real nas linhagens de
cancer de mama tratadas com melatonina (1 mM). A melatonina diminuiu a expressao
génica de HOXD10 apos 24 horas de tratamento em ambas as linhagens MDA-MB-231
(A) e MCF-7 (B). A expressao relativa dos miRNAs foi calculada usando o método 2
At Os resultados demonstram a média + S.E.M. da triplicata. Os valores representam

o fold change. (*p< 0,05 e **p<0,01 versus Controle). Teste t de Student.
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6. Modificacao transiente das células
Nas células das linhagens triplo-negativas MDA-MB-468 ¢ MDA-MB-231 foi

aplicada a técnica de modificacdo transiente visando inibir a acdo do miR-10a. Os
resultados iniciais mostraram que a técnica diminuiu consideravelmente os niveis de
expressdo do miR-10a em ambas linhagens, similar ao resultado encontrado com o

tratamento com melatonina (Figura 17-A,B).
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Figura 17. Expressdo génica do miR-10a por PCR em tempo real nas linhagens de
cancer de mama triplo-negativo apos tratamentos com melatonina (I mM) e transfeccao
transiente. (A) Linhagem MDA-MB-468. (B) Linhagem MDA-MB-231. Em ambas as
linhagens a melatonina diminuiu os niveis do miR-10a, assim como a inibicdo. A
expressdo relativa dos miRNAs foi calculada usando o método 2. Os resultados
demonstram a média £ S.E.M. da triplicata. Os valores representam o fold change.
(*p<0,05, **p<0,01 versus Controle). (#p<0,05, ##p<0,01 versus Controle Negativo).
Teste t de Student.

7. Migracao e invasao celular

A andlise da migracdo e invasdo celular realizada por meio de inserto com
matrigel foi realizada nas duas linhagens de cancer de mama triplo-negativo apoés
tratamentos ¢ transfec¢do. A linhagem MDA-MB-468 mostrou diferenga de

invasdo/migracao nos grupos melatonina (p<0,001) e inibidor do miR-10a (p<0,05). Em
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ambos a quantidade de células foi inferior aos controles da reacdo (Figura 18). Na
linhagem MDA-MB-231 os resultados revelaram diferenca de invasividade nos grupos
tratados com melatonina e transfectados com a inibi¢do do miR-10a. Visualmente pode-
se notar que apds tratamento com melatonina as células invadiram e migraram bem
menos, quando comparadas com o grupo controle (p<0,001). As células com inibi¢ao

do miR-10a também tiveram uma menor taxa de invasao (p<0,05) (Figura 19).
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Figura 18. Potencial invasivo das células da linhagem MDA MB-468 apos tratamento
com 1 mM de melatonina e transfectadas com Inibidor miR-10a. Insertos de invasdo
com matrigel foram usados. A melatonina e a inibigdo do miR-10a diminuiram a
capacidade de invasdo/migracao das células. (*p<0,05, ***p<0,001 versus Controle;

##p<0,01 versus Controle Negativo. Teste t de Student. Barra: 50um.
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Figura 19. Potencial invasivo das células da linhagem MDA-MB-231 apds tratamento
com 1 mM de melatonina e transfectadas com Inibidor miR-10a. A melatonina e a
inibicdo do miR-10a diminuiram a capacidade de invasdo/migracdo das células.
(*p<0,05, ***p<0,001 versus Controle; #p<0,05 versus Controle Negativo. Teste t de

Student. Barra: 50pum.

8. Avaliacio proteica por Western blotting

Para dar continuidade a investigagdo de possiveis proteinas envolvidas no
processo tumoral e supostamente moduladas pela melatonina e pelo miR-10a,
investigamos alvos relacionados ao processo metastatico no cancer de mama, pela
andlise proteica. As linhagens triplo-negativas MDA-MB-468 ¢ MDA-MB-231 foram
avaliadas. Verificamos os niveis proteicos de vimentina, E-caderina e claudina 7 como
marcadores relacionados ao processo metastatico (EMT)(146) e PIK3CA, regulador de
crescimento, sobrevida e motilidade celular."* A quantificacdo relativa das proteinas
mostraram um diminuicdo nos niveis de vimentina (Figura 20-A) e claudina 7 (Figura
21-A) e um aumento de E-caderina (Figura 22-A) apds o tratamento com melatonina na

linhagem MDA-MB-468. A respeito das células com a inibi¢do do miR-10a, foi
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possivel observar diminuicdo na expressdo de vimentina (Figura 20-A), e nenhuma
modula¢do na expressdo de claudina 7 (Figura 21-A) e E-caderina (Figura 22-A)
quando comparados aos grupos controles. Na linhagem celular MDA-MB-231 a
melatonina ¢ inibicdo do miR-10a também diminuiram a expressdo de vimentina
(Figura 20-B) e claudina 7 (Figura 21-B). Os niveis proteicos de E-caderina nao
puderam ser mensurados pela baixa expressao desta proteina nas células (Figura 22-B).
A andlise proteica de PIK3CA demonstrou uma diminui¢do ndo significativa na sua
expressao em células MDA-MB-468 tratadas com melatonina (Figura 23-A). Em
relacdo a linhagem celular MDA-MB-231, n3o foi possivel verificar quantidades

suficientes capazes de mensurar a expressao de PIK3CA (Figura 23-B).
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Figura 20. Expressdo proteica de vimentina por Western blotting em células triplo-
negativas. As células foram tratadas com 1 mM de melatonina e transfectadas com
Inibidor miR-10a. A melatonina e inibicdo do miR-10a diminuiram a expressao proteica
de vimentina nas linhagens MDA-MB-468 (A) e MDA-MB-231 (B). Dados
representam a média + S.E.M de trés experimentos. (***p<0,001 versus Controle;
#p<0,05 versus Controle Negativo). Teste ¢ de Student. CT: Controle, MEL:
Melatonina, CN: Controle Negativo, IN: Inibidor miR-10a.
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Figura 21. Expressdo proteica de claudina 7 por Western blotting em células triplo-

negativas. As células foram tratadas com 1 mM de melatonina e transfectadas com

Inibidor miR-10a. (A) Na linhagem celular MDA-MB-468, a melatonina diminuiu a

expressao de claudina 7, enquanto a inibigdo ndo alterou. (B) Na linhagem MDA-MB-

231, os dados mostram diminui¢do da claudina pela melatonina e ap6s inibi¢ao do miR-

10a. Dados representam a média = S.E.M. de trés experimentos. (***p<0,001 versus

Controle; #p<0,05 versus Controle Negativo). Teste ¢ de Student. CT: Controle, MEL:
Melatonina, CN: Controle Negativo, IN: Inibidor miR-10a.
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Figura 22. Expressao proteica de E-caderina por Western blotting em células triplo-
negativas. As cé€lulas foram tratadas com 1 mM de melatonina e transfectadas com
Inibidor miR-10a. (A) Na linhagem MDA-MB-468 a melatonina aumentou os niveis de
E-caderina, e a inibigdo ndo mostrou alteracdo na expressao proteica. (B) A linhagem
MDA-MB-231 nao demonstrou niveis considerados de E-caderina. (**p<0,01 versus

Controle). Teste t de Student. CT: Controle, MEL: Melatonina, CN: Controle Negativo,

IN: Inibidor miR-10a.
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Figura 23. Expressdo proteica de PIK3CA por Western blotting em células triplo-

negativas. As cé¢lulas foram tratadas com 1 mM de melatonina e transfectadas com

Inibidor miR-10a. (A) Os niveis de PIK3CA ndo foram modulados pelos tratamentos na

linhagem MDA-MB-468. (B) Na linhagem MDA-MB-231 os niveis de PIK3CA foram

insuficientes para quantificagdo. CT: Controle, MEL: Melatonina, CN: Controle

Negativo, IN: Inibidor miR-10a.
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IV. DISCUSSAO

Nossos resultados demonstram a habilidade terapéutica da melatonina em
controlar o processo metastatico, regulando a atividade do miR-10a, diminuindo
invasdo e migracao celular e modulando proteinas relacionadas & EMT em linhagens de
cancer de mama triplo-negativo. A melatonina regulou negativamente o miR-10a, o que
pode estar envolvido com o processo de invasdo tumoral. Além disso, de maneira
independente do miRNA, foi observada a agdo da melatonina na diminui¢do das
proteinas vimentina e claudina 7, e aumento de E-caderina.

Linhagens tumorais triplo-negativas possuem baixa expressdo dos receptores de
membrana classicos da melatonina (MT1),"*” demonstrando pouca atividade do
hormdnio neste tipo tumoral. Nosso grupo tem descrito papel inibitorio da melatonina
na progressio celular e tumoral."*'**!*” Suportados pela sua capacidade em agir nas

células independente dos receptores de membrana, "

evidenciamos que em
concentragdes farmacologicas (1 mM), a melatonina diminui a viabilidade das células
tumorais MDA-MB-468 apds 24 horas de tratamento. Similarmente, Marques et al.
(2018)"** mostraram a atividade do horménio na viabilidade das mesmas células apos
48 horas de tratamento. Além disso, na linhagem MDA-MB-231, a mesma
concentragio foi capaz de afetar a sobrevivéncia das células tumorais.""" A acdo da
melatonina na viabilidade celular pode estar envolvida com sua habilidade em promover
a autofagia das células tumorais (autodestruigdo)."*?

No presente estudo, demonstramos a acdo da melatonina na regulacdo de treze
miRNAs relacionados ao cancer de mama na linhagem MDA-MB-468. Essa

indoleamina aumentou miRNAs considerados supressores tumorais como os let-7c,

miR-152, miR-214 e miR-29b e diminuiu os considerados oncomiRs, miR-107, miR-
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10a, miR-15b e miR-20a. Estes miRNAs estdo envolvidos com genes promotores ou

inibidores da proliferagcao celular, indutores de apoptose, angiogénese, migracao celular
. (89,153-159) .

e metastase. Esses dados foram recentemente publicados por nosso grupo de

3) apontando ainda que o aumento do supressor miR-152 pela melatonina

pesquisa'’?
diminuiu a expressao de fatores angiogénicos tais como IGF-IR, HIF-1la ¢ VEGF. Em
concordancia com nossos achados, alguns estudos demonstraram a regulacdo de
oncomiRs pela melatonina, atuando na inibicdo dos miR-155 ¢ miR-24, resultando na
supressio de invasio, migracdo e proliferacdo celular.!!*>'%?

O PCR array apontou também para resultados inesperados. A expressao do
miR-182 foi aumentada e este ¢ considerado um oncomiR, promotor da progressdao do
cancer de mama."'®" Esse hormonio também aumentou o miR-202, um biomarcador de

;. . A 162
prognostico ruim no cancer de mama,( 62)

apesar deste ter sido descrito recentemente
, . , . (163) , . .
como um supressor em células tumorais mamarias. Além disso, a melatonina
diminuiu os miRNAs miR-145, miR-429 e o miR-7, considerados supressores
. . (164,165) . A . ~
tumorais. Em discordancia com nossos resultados finais, a modula¢do de
miRNAs pela melatonina, nem sempre ¢ positiva, porém nao podemos confirmar a¢des
nao-benéficas deste hormonio, mas sim propor novos estudos a fim de investigar
processos mais avancados em que a melatonina possa estar atuando nos miRNAs e
It . 21 . .
consequentemente genes e proteinas envolvidas.?" A complexidade dos miRNAs
permite que estes possam regular inimeros genes e vias de sinalizagdo, podendo
r 7 1 :
também ser regulados por genes e outras moléculas."*® Os mecanismos desencadeados
pela melatonina ainda ndo sdo muito claros, os estudos ainda ndo apontaram fatos

comuns de suas acdes em tecidos tumorais, € portanto, as agdes deste hormdnio em

miRNAs sdo consideradas um epifendmeno, devido as desregulacdes na formacdo dos
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miRNAs envolvendo enzimas de sua biogé€nese. Dessa forma, a melatonina precisa ser
amplamente investigada, desde sua atuacdo na especificidade dos miRNAs em
diferentes tecidos, assim como reconhecer seu envolvimento com a regulacdo de genes
e proteinas promotoras da tumorigénese.

Sabe-se que os miRNAs atuam na regulagdao génica principalmente a nivel pds-
transcricional interferindo na traducdo de determinado RNAm."'®” Dessa forma, a
identificagdo de genes-alvo ¢ essencial. Por essa razdo, utilizamos métodos de
bioinformatica para predizer possiveis alvos do miR-10a, e entdo analisamos suas ac¢des
na tumorigénese do cancer de mama. Dentre os alvos preditivos que relacionamos com

o desenvolvimento do cancer pelo banco de dados miRDIP,"*?

selecionamos o gene
HOXDI0 para investigacdo. Nas analises iniciais a expressdo deste gene ndo foi
identificada na linhagem MDA-MB-468, pois ndo houve amplificacdo pela técnica de
RT-qPCR. Esses dados corroboram a literatura, pois ja foi demonstrado que esse gene
possui baixa expressdo em tumores mamarios, principalmente nos tipos mais
agressivos.'"*” Ao verificarmos HOXDI0 nas linhagens MDA-MB-231 ¢ MCF-7,
observamos diminui¢do da sua expressdo em ambas as linhagens apds tratamento com
melatonina. Considerando os baixos niveis deste gene na linhagem MDA-MB-468, sua
investigacao foi interrompida, a fim de obtermos resultados mais consistentes.

A fim de verificar a funcionalidade dos alvos preditivos do miR-10a na
tumorigénese, e considerando o papel pds-transcricional dos miRNAs na interferéncia
do produto final da traducdo, verificamos proteinas relacionadas a progressao tumoral,
invasdo e metastase. A melatonina pode atuar inibindo miRNAs e consequentemente

~ ; 135 . .
modulando a expressdo de proteinas.*> Neste estudo, verificamos que a melatonina

diminuiu a expressao do miR-10a nas linhagens MDA-MB-468 ¢ MDA-MB-231 e isso
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ocasionou supressao da atividade invasiva e migratoria das células. A atuagdo deste

(90,168)

miRNA no processo de metastase ja foi sugerido por alguns autores e, apesar de

ser considerado um supressor tumoral em um estudo com células de cancer de mama,””
neste estudo demonstramos seu papel na promogao tumoral em células triplo-negativas.
A alta expressdo desse miRNA foi observada no estudo de Ke & Lou (2017)®?
comparadas com células ndo tumorais, indicando seu potencial oncogénico. Baixas
concentragdes desse miRNA em nosso estudo suprimiram o processo de migragdo e
invasio celular, fato que corrobora o estudo de Chang e colaboradores (2014)®” que
observaram elevadas taxas de invasdo e migracdo na superexpressdo do miR-10a.
Aliado a agdes anti-invasivas da melatonina ja descritas em estudos com células

(126.169) & possivel suportar a ideia do papel protetor deste horménio

tumorais mamarias,
no cancer de mama. Os resultados obtidos com a investigagio do miR-10b ndo
mostraram diferencas em sua modulacao pela melatonina. Apesar de ser um miRNA de
elevada importancia no contexto tumoral ®*'*¥ investigamos mais a fundo o papel da
melatonina na regulacdo do miR-10a e sua acdo no cancer de mama, o que faz desse
estudo inédito.

A modificacdo das células pela EMT permite elevada capacidade de invasdo e
migracio.”? Nos resultados deste estudo identificamos um papel supressor da
melatonina no processo de EMT atuando em proteinas como a vimentina, claudina 7 e
E-caderina. Ja ¢ sabido que a melatonina atua no processo metastatico e diminui
proliferagdo, afeta EMT, invasdo e migra(,‘ﬁo.(46) Um estudo pioneiro mostrou que a
melatonina modulou a expressdo de moléculas de aderéncia e oclusdo celular, o que

suprimiu a invasividade das células de cancer de mama (MCF-7).""” Sua acfio nesse

contexto se deve em parte pela interferéncia com a cascata de sinalizagao de NF-kB,
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que permite supressao do fenotipo epitelial das células e contribui para o aumento da
proteina de citoesqueleto vimentina. Essa proteina mantém o perfil mesenquimal das
células tumorais que sofreram transicdo."”" Aliado a isso, verificamos neste estudo que
os baixos niveis do miR-10a e a acdo da melatonina foram capazes de diminuir a
expressdo de vimentina nas linhagens estudadas MDA-MB-468 ¢ MDA-MB-231.
Similarmente, Yan e col. (2013) relataram uma diminui¢do na expressdo proteica de
vimentina quando o miR-10a foi bloqueado. Corroborando os nossos resultados,
Gongalves e col. (2016), identificaram diminui¢do nos niveis de vimentina em células
tumorais tratadas com melatonina.''*>"'™

Verificamos a acdo da melatonina na recuperagdo da expressdo da proteina E-
caderina. Esse resultado suporta a ideia do papel protetor que este hormonio exerce no
processo metastatico. A perda dessa proteina causa diversas alteragdes na jungao
celular, permitindo a transi¢do do fenotipo celular que ¢ o estidgio inicial para a
metastase. Apesar de verificarmos o aumento da E-caderina na linhagem MDA-MB-
468, nao foi observado o mesmo na MDA-MB-231, pois os niveis proteicos nessa
linhagem metastatica sdo baixos, fato notado no estudo de Wang e col. (2015).9 A
investigacdo do miR-10a nessas linhagens ndo mostrou diferenca nos niveis de E-
caderina ap6s a inibigdo do miRNA.

Observamos também a capacidade da melatonina em diminuir os niveis de
claudina 7 em ambas as linhagens TNBC. No cancer, as claudinas aparecem por
influenciar o progndstico tumoral, e classificam tumores de pior progn(')stico.(38’41)
Apoiados pelos resultados encontrados nos eventos de migragdo e invasao sugerimos

que a baixa expressdo da claudina 7 estaria implicando em um melhor cenario. Um

estudo recente associou a alta expressdao dessa proteina com malignidade do cancer de
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mama contribuindo com o avango da doenca.*? Os resultados encontrados com a
inibicdo do miR-10a nos niveis de expressio da proteina claudina 7 revelaram
contradicao nas duas linhagens estudadas. Enquanto na MDA-MB-468 nao foi possivel
notar diferenca estatistica entre os grupos, na linhagem MDA-MB-231 a proteina em
questdo foi negativamente regulada apods inibicdo do miR-10a. Neste contexto,
sugerimos que a regulacdo da claudina 7 pela melatonina ocorra de maneira
independente do miR-10a.

Além de investigarmos a a¢do da melatonina no processo de EMT, investigamos
a possivel modulagdo de PIK3CA, uma molécula componente de vias de sinalizacdo
que regulam sobrevivéncia e proliferacdo e estd associada a diversas malignidades,
agindo principalmente na promogao da tumorigénese."' '’ PIK3CA foi associado alvo
do miR-10a no estudo de Ke & Lou (2017),°” que identificaram uma diminui¢do desta
molécula pelo miRNA, associado a uma atenuacao da proliferagdao celular. A fim de
compararmos os resultados e verificarmos se de fato este miRNA pode ter acdes
benéficas, analisamos a proteina PIK3CA, no entanto, como mostrado nos resultados,
nao houve modulagdo nos niveis desta proteina apos tratamentos.

Os resultados observados neste estudo revelam a possivel acdo da melatonina na
regulagdo do miR-10a e consequente redug¢do da capacidade invasiva e migratoria das
células. Poucos estudos investigaram a regulacdo desse hormoénio em miRNAs
associados a metastase,>* dessa forma, nosso trabalho traz algo inédito a literatura e
ainda corrobora outros trabalhos que demonstram o potencial terapéutico e protetor da

. , R 21,107,126,169
melatonina no cenario do cancer de mama,?!!07:126,169.175.176)
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V. CONCLUSOES
O presente trabalho permite concluir que:

. A melatonina foi capaz de diminuir a viabilidade das células tumorais mamarias
da linhagem MDA-MB-468 em concentragdes farmacologicas;

. A melatonina aumenta a expressdao de seis miRNAs e diminui a expressao de
sete miRNAs relacionados ao cancer de mama na linhagem MDA-MB-468;

- A melatonina diminui a expressdo do miR-10a em ambas as linhagens triplo-
negativas MDA-MB-468 e MDA-MB-231;

. A melatonina diminuiu os niveis do gene alvo HOXD10 nas linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7, e nao foi expresso na linhagem MDA-MB-468;

o A melatonina atenua o processo de invasdo e migracdo celular em ambas as
linhagens MDA-MB-468 e MDA-MB-231;

" A melatonina atua na regulacdo de proteinas envolvidas com a transi¢ao

epitélio-mesenquimal, afetando vimentina, claudina 7 e recuperando E-caderina.

Dessa forma, sugerimos o papel deste hormdnio na regulacdo de um miRNA
associado a progressao tumoral. Essa diminui¢@o indica possiveis acdes envolvidas com
0 processo metastatico por regulacdo da invasdo e migragdo celular e de proteinas
relacionadas a transi¢do epitélio-mesenquimal. Sugerimos ainda que a melatonina possa

controlar o processo metastatico, via fundamental para a progressao do cancer de mama.

miRMA-10a-5p

F

Invasao e Migragao i-— Melatonina -~ E-caderina

Celular -L

Vimentina
Claudina 7

Figura 24. Conclusdes propostas de agdes da melatonina conforme resultados.
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ABSTRACT:
Aims: Breast cancer metastasis is one of the main factors associated with high mortality
rates among women. MicroRNAs (miRNAs) play an important role in gene expression
regulation and are associated with the metastatic process in breast cancer. Melatonin, a
hormone secreted mainly in the pineal gland, has several oncostatic effects. The aim of
this study was to investigate the action of melatonin in the modulation of miRNA-10a-
5p and its association with metastasis mechanisms. Main methods: We evaluated the
effects of melatonin on cell viability in MDA-MB-468 cell line after 24 hours of
treatment. MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cells were either transfected with
inhibition of miR-10a or received a scrambled miRNA sequence as a negative control
and treated, or not, with melatonin. Gene expression of miR-10a was verified by real-
time PCR. Invasion and migration assay using matrigel inserts were performed. The
protein expression was analyzed by Western blotting to quantify the epithelial-
mesenchymal transition (EMT) markers (E-cadherin, claudin 7 and vimentin) and
proliferation marker (PIK3CA). Key findings: Our results showed that 1 mM of
melatonin significantly decreased cell viability, and also affected miR-10a expression
which suppressed cell invasion and migration. Melatonin reduced vimentin and claudin
7 protein expressions and increased E-cadherin. In contrast, inhibition of miR-10a
reduced vimentin and did not modulate claudin 7 and E-cadherin. Significance: In
general, we demonstrated the effectiveness of melatonin in decreasing miR-10a,
affecting invasion and migration, and proteins involved with the EMT process, which
supports its potential role in the regulation of metastasis.

Keywords: MicroRNAs, Epithelial-Mesenchymal Transition, Metastasis

neoplasm, Pineal Gland, Breast neoplasms.
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INTRODUCTION

Breast cancer is one of the major malignancies that affect women. About 1.7
million new cases are diagnosed annually [1]. High mortality rates of this disease are
reported mainly due to complications of the metastasis [2,3]. Early diagnosis, the
introduction of more effective treatments, and a better quality of life for patients can
lead to the decline of cancer-related deaths [4].

Metastasis is a complex process capable of allowing the colonization of tumor
cells and the formation of tumors in new sites, distant from the primary tumor [5]. The
process involves a series of biological events, such as angiogenesis, cell migration,
invasion of the basement membrane and extracellular matrix, penetration of cells into
the bloodstream, and finally fixation and tumor growth in another organ [6]. One of the
crucial processes for metastasis development is epithelial-mesenchymal transition
(EMT), which consists in transition of cellular phenotype with dissociation of the tight-
junction, adherents junction and desmosomes, as well as loss of the apical polarity
decreasing the cell-cell contact [7,8].

In association with the tumorigenic process, microRNAs (miRNAs) can regulate
the expression of genes related to metastasis [9,10]. MiRNAs are small non-coding
RNA molecules, containing 18-24 nucleotides, which play an important role in the
regulation of gene expression [11]. In breast cancer, oncomicroRNAs (oncomiRs) such
as miR-21, miR-155 and miR-125b are deregulated and promote tumor progression
[12—-15]. Other important miRNAs such as miR-10a and miR-10b, have oncostatic

activity and are related to the metastatic process [16,17]. Both miRNAs are encoded by
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the Hox cluster genes and differ in only one nucleotide, however, their targets and
mechanisms of action may be different [18,19].

A large number of studies have demonstrated the efficiency of melatonin in
controlling growth and metastasis in lung cancer, glioma and breast cancer [20].
Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is an indoleamine secreted mainly by the
pineal gland according to circadian rhythm. Physiologically, this molecule is involved
in the modulation of neuroendocrine axis, lipids and carbohydrates metabolism,
circadian rhythm, and oxidative status, among others [21]. In breast cancer, melatonin
promotes apoptosis, decreases tumor growth in vitro and in vivo, attenuates cell
proliferation, angiogenesis and, above all, controls metastasis [22-25]. In addition,
recent studies have investigated the ability of melatonin to modulate microRNAs [26—
32].

In this study, we investigated the role of melatonin in the modulation of miR-
10a-5p in triple-negative breast cancer (TNBC) cell lines. In addition, we verified the
relation with tumor progression through the analysis of cell proliferation-associated
proteins and EMT proteins, which indicate the first steps in the development of
metastasis in breast cancer. Our results suggest melatonin has the capacity to regulate
the metastatic process by down-regulating miR-10a, invasion/migration and EMT-

related proteins.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture

This study was performed using TNBC cell lines MDA-MB-468 and MDA-MB-

231 (ATCC, Mananssas, VA, USA). In addition, MCF-7, luminal A breast cancer cells
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were used (ATCC, Mananssas, VA, USA). All cell lines were grown in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) with high glucose (4.5 g/L), supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotic/antimycotic solution containing
penicillin and streptomycin (LGC Biotecnologia, Sao Paulo, SP, BR). Cells were

maintained at 37°C and 5% CO».

MTT assay of cell viability

Cell viability was measured using the MTT assay 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Vibrant MTT Cell Proliferation Assay Kit -
Invitrogen Life Technologies — Eugene, OR, USA). Individual wells (96-well plate)
were inoculated with 100 pL of culture medium containing 5x10* cells. Cells were
incubated in medium supplemented at 2% FBS with different concentrations of
melatonin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0.0001 mM, 0.001 mM, 0.01 mM, 0.1
mM and 1 mM. The control group received only the vehicle solution (1:1 absolute
ethanol and Phosphate-buffered saline - PBS). The treatment was maintained for 24
hours, and then 10 pL of MTT solution was added in each well followed by incubation
for 1 hour. Subsequently, for solubilization of crystals formed from the metabolism of
MTT, 100 pL of the dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
was added and maintained for 10 minutes. The absorbance was measured at 570 nm by
ThermoPlate TP-Reader. The percentage of cell viability (%) was calculated for all
groups compared to the control sample. Experimental samples were performed in

triplicate.
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Transient modification of tumor cells

Transient modification was performed using the Ambion MirVana™ miRNA
Inhibitor 10a-5p (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA), consisting of small
molecules of single-stranded RNA which are designed to bind and inhibit the activity of
endogenous miRNA. The scrambled miRNA sequence was used as a negative control.
Cells were plated (6-well) and transfected with HiPerfect Transfection Reagent (Qiagen,

Hilden, GER).

RNA extraction, reverse transcription, and quantitative PCR real-time (RT-

qPCR)

Quantitative real-time PCR was performed to evaluate the gene expression of
miR-10a. The cells were plated (6-well) (10 cm* each) and considered 4 groups for each
cell line: Control; Melatonin treatment; Negative control; Inhibitor miR-10a. The
treatments were performed in triplicate and maintained for 24 hours.

Total RNA samples were extracted from all groups using miRNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden, GER) following the manufacturer recommendations. Quantification
and RNA quality were evaluated using NanoDrop 2000C Spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). For reverse transcription, TagMan™
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster, USA) was used as
recommended by the manufacturer. qPCR real-time was evaluated by StepOnePlus™
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA). Reactions for expression analysis were done
with TagMan™ Universal PCR Master Mix, TagMan Assay (Applied Biosystems,

Foster, CA, USA) and 10 ng cDNA. To normalize miRNA expression, we used
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endogenous U6 control. The levels of relative expression between samples were

calculated using relative quantification method (2*") [33].

Cell invasion and migration assay

To evaluate the invasion and migration capability of cells after treatments,
inserts having pores approximately 8 um in diameter with matrigel were used (BD
Biosciences, Bedford, MA, USA). Cells were re-suspended in 300 pL containing
0.8x10° cells with incomplete culture medium and arranged in the compartment of each
insert. In the lower compartment of plates (24-well), 500 pL of complete culture
medium (10% FBS) was added followed by incubation for 24 hours. Then the inserts
were fixed with paraformaldehyde 4% and stained with violet crystal. The migratory

cells contained in the lower compartment of the insert were counted using Nikon

Eclipse E200® microscope. The assays were performed in triplicate for each group.

Protein extraction and Western blotting

Protein extraction from tumor cells was performed with lysing buffer containing
NP40, protease and PMSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and quantified with
Micro BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Equal
amounts of protein (50 pg) were electrophoretically separated on 10 % SDS-PAGE gel
and transferred to PVDF membranes (BioRad, Hercules, CA, USA). Membranes were
blocked for 1 hour in TBS-T + 5% BSA. Then, membrane was incubated with primary
antibodies vimentin (1:100 - Millipore, MA, USA); PIK3CA (1:500 - Abcam,
Cambridge, UK); claudin 7 (1:100 - Abcam, Cambridge, UK); E-cadherin (1:1000-Cell

Signaling, Danvers, USA) and B-actin (1:5000 - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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overnight at 4°C. Specific secondary antibody was added, incubated for 1 hour at room
temperature and visualized by enhanced chemiluminescence Clarity Western ECL

substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) for visualization on Fusion Capt Advance

apparatus. At the end, quantification was verified using IMAGE J® software.

Statistical analyses

The results have been previously submitted to descriptive analysis to determine
normality. Comparison between groups was performed by Student’s t-test or Analysis
of Variance (ANOVA) followed by the Bonferroni test. Data express the mean =+
Standard Error of the Mean (SEM). Values of p<0.05 were considered significant, and
analyses were verified using GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software, Inc., San

Diego, USA).

RESULTS

Melatonin decreases cell viability

In order to determine the most effective melatonin concentration for MDA-MB-
468 cells, the MTT colorimetric assay was performed. As shown in Fig. 1, all
concentrations of melatonin were able to decrease cell viability. However, the
pharmacological concentration of 1 mM showed the best statistical values compared to

control cells.



91

120- 24h

100+

ﬂ

*k

80+

60+

40-

Cell viability (%)

20+

Ll
CT 0.0001 0.001 0.01 0.1 1

Melatonin (mM)

Figure 1. Melatonin affects MDA-MB-468 cell viability. The cells were treated for 24
hours with the different concentrations of melatonin or vehicle. MTT assay was
performed and all concentrations decreased cell viability when compared to the control
group. The 1 mM concentration presented the best statistical values. Data are shown as
mean = SEM of triplicate (*p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 versus CT: control group)
(ANOVA oneway and post hoc Bonferroni). (Single column)
Melatonin down-regulates miR-10a in triple-negative breast cancer cell lines

To investigate the actions of melatonin on miR-10a in breast cancer tumor cells,
we evaluated its expression by RT-qPCR. In both triple-negative cell lines MDA-MB-
468 and MDA-MB-231, miR-10a was significantly down-regulated after melatonin
treatment (Fig. 2A,B). In MCF-7 cells, it was possible to observe a modest decrease of
miR-10a on the same concentration, but it was not significant statistically (Fig. 2C). In
additional, one of the miR-10 family members, the miR-10b, was also analyzed in order
to observe if melatonin could regulate its expression. The analysis showed no difference
in miR-10b expression after melatonin treatment (Fig. 2D). According to results, only

miR-10a was selected for further investigation. Then, both TNBC cells were transiently

transfected with Inhibitor mR-10a, and all groups were used for comparisons.
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Figure 2. Melatonin decreases miR-10a in triple-negative cell lines. All breast cancer
cell lines were treated with melatonin (1mM). TNBC cells were transfected with
Inhibitor miR-10a or Negative control. Relative levels of miR-10a and miR-10b
expression were verified by RT-qPCR. The treatment reveals that melatonin decreased
miR-10a in TNBC cells (A) and (B). (C) A no significant statistically decrease of miR-
10a was observed in MCF-7 cells. (D) No difference in miR-10b expression in breast
cancer cell lines. The data were determined on a log2 scale, since fold change varies
with mean of Ct = SEM in triplicate (*p<0.05, **p<0.01 versus control group; #p<0.05
versus negative control) (Student’s t-test). (1.5 column)

Melatonin and miR-10a suppression impairs invasion and migration

To investigate the potential role of melatonin and miR-10a on TNBC cell lines,
invasion and migration assay was performed. The data showed that melatonin affected
cell invasion and migration in both MDA-MB-468 and MDA-MB-231 cell lines.

Besides that, as expected, low levels of miR-10a impaired invasion and migration of

cells, when compared with the control group (Fig. 3A,B).
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Figure 3. Melatonin and Inhibitor miR-10a reduces invasion and migration. MDA-MB-
468 (A) and MDA-MB-231 (B) cells were treated with melatonin or transfected with
Inhibitor miR-10 for 24 h and subjected to matrigel invasion assays. Histograms
represent cell invasion/migration rate. Data are shown as mean £ SEM in triplicate
(*p<0.05, ***p<0.001 versus control; ##p<0.01 versus negative control) (Student’s t-
test). Scale bars: 50um. (1.5 column)

Melatonin and Inhibitor miR-10a modulate EMT-related proteins

To investigate the influence of melatonin and miR-10a, we evaluated protein
expression related to epithelial-mesenchymal transition by Western blotting. The
protein levels of vimentin, E-cadherin and claudin 7 were verified in MDA-MB-468 and
MDA-MB-231 cell lines. The relative quantification of proteins showed a decrease of
vimentin, claudin 7 and an increase of E-cadherin after melatonin treatment in MDA-
MB-468 cells. Regarding cells showing Inhibitor miR-10a, it was possible to observe a

decrease of vimentin expression, but not modulation of claudin 7 and E-cadherin when
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compared with control groups (Fig. 4A,C). In MDA-MB-231 cell line (Fig. 4B,D), the
melatonin and Inhibitor miR-10a also decreased the protein vimentin and claudin 7. The
protein levels of E-cadherin could not be measured because of the low expression of

this protein in cells.
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Figure 4. Melatonin and Inhibitor miR-10a modulate EMT-related proteins. MDA-MB-
468 and MDA-MB-231 cells were treated with melatonin for 24 h or transfected with
Inhibitor miR-10a, the extracted proteins were subjected to Western Blotting with the
indicated antibodies. Protein expression was quantified by ImageJ program, calculated
relative to controls and normalized with the endogenous B-Actin. Blots and bar graphs
show protein expression of vimentin, claudin 7 and E-cadherin in MDA-MB-468 (A,B)
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and MDA-MB-231 cells (C,D). Data represent the mean = SEM of three independent
experiments (***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 versus control; #p<0.05 versus negative
control) (ANOVA oneway and post hoc Bonferroni). CT: Control, MEL: Melatonin,
NC: Negative Control, IN: Inhibitor miR-10a. (1.5 column)

In additional, we evaluated protein expression of PIK3CA, considered a
potential target of miR-10a and which correlates with survival and proliferation. The
data demonstrated a tiny, but not significant, decrease of PIK3CA protein expression on
MDA-MB-468 cells treated with melatonin (Fig. SA). The same was observed on cells

with Inhibitor miR-10a. Regarding MDA-MB-231 cells, it was not possible to verify the

presence of PIK3CA expression (Fig. 5B).
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Figure 5. Melatonin demonstrated a tiny decrease in PIK3CA expression. MDA-MB-
468 and MDA-MB-231 cells were treated with melatonin for 24 h or transfected with
Inhibitor miR-10a, the extracted proteins were subjected to Western Blotting with the
indicated antibody. Protein expression was quantified by Imagel] program, calculated
relative to controls and normalized with the endogenous B-Actin. Blots and bar graphs
show protein expression of PIK3CA in MDA-MB-468 (A) and MDA-MB-231 cells
(B). Data represent the mean + SEM of three independent experiments. (ANOVA
oneway and post hoc Bonferroni). CT: Control, MEL: Melatonin, NC: Negative
Control, IN: Inhibitor miR-10a. (1.5 column)
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DISCUSSION

The potential therapeutic use of melatonin as an antitumor agent has been
demonstrated by several studies [24,34,35]. The actions of this hormone reveal regulation
in controlling the growth of some human breast tumors [36]. Our results demonstrated
the ability of melatonin to control the metastatic process regulating miR-10a activity,
decreasing invasion and cell migration, and modulating EMT-related proteins in TNBC
cell lines. Melatonin down-regulates miR-10a, which may be involved in the tumor
invasion process. In addition, we observed the action of melatonin in decreasing
vimentin and claudin 7 proteins, and increasing E-cadherin. According to the literature,
this hormone regulates the proliferation of mammary tumor cells, angiogenesis-
promoting proteins, and reduces breast cancer tumors in xenographic model [37-39].
Melatonin also acts in metastasis control [22] and decreases the ability of tumor cells to
invade and migrate [40].

Melatonin acts in cancer cells mainly through their membrane receptors MT1
and MT2 [41]. Both ER-positive and ER-negative cells express these receptors; ER-
positive cells are characterized by high levels of MT1 and are the subject of several
scientific studies demonstrating melatonin action through the classical pathway of
membrane receptors [34,36]. In ER-negative cells the action of melatonin has been
associated with its lipophilic nature, which allows its passage through cell membrane
and interaction with several cytoplasmic molecules and transcription factors present in
the nucleus of cells [34,42].

Relevantly, we observed that a pharmacological concentration of melatonin
(ImM) decreased the viability of ER-negative MDA-MB-468 cells in 24 hours of

treatment. Corroborating our results, Mao and collaborators [43] studied the activity of
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melatonin in ER-negative cell line SK-BR-3 and verified a reduction in cell viability.
Our group has demonstrated that this indoleamine affects cell viability of ER-positive
MCF-7 and triple negative MDA-MB-231 and MDA-MB-468 cells after 24 and 48
hours of treatment, respectively [28,37,44]. Similar studies have explained this action
on the promotion of the cells autophagy, as a consequence, the apoptosis ability is
recovered [45].

Recently, our group demonstrated thirteen melatonin-modulated miRNAs in
breast cancer cell line MDA-MB-468 [28]. Among them, we observed a significant
decrease of miR-10a after melatonin treatment. High expression of this miRNA is
described in metastatic TNBC cell lines compared with non-tumoral cells [46]. Its
action may be related to tumor progression, invasion and metastasis [47]. There are no
studies demonstrating the action of melatonin on the regulation of miR-10a. Thus, in
order to investigate its role in breast cancer, we suppressed miR-10a expression by
transient transfection in triple-negative cell lines. Our results revealed that melatonin
and inhibition of miR-10a decreased invasion and migration of tumor cells.

In other tumor types, it has already been observed that miR-10a may act on
adhesion molecules located on the cell surface, directly impacting the invasiveness and
metastatic behavior [48,49]. In breast cancer, contradictory functions of miR-10a are
demonstrated [47,50]. As a suppressor, low levels of this miRNA have been reported in
patients with breast cancer, and high levels were related to longer relapse-free survival
[50-52]. On the other hand, as a oncomiR, this miRNA was found to be highly
expressed in cells resistant to chemotherapy [53], and this may induce colony
formation, and invasion and migration of the cells [47,54]. We also investigated the

miR-10b, which is deregulated in some cancers, including metastatic breast cancer [55—
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59]. However, our results showed no differences in melatonin modulation of miR-10b
in breast cancer cells.

Besides observing that melatonin treatment reduced invasive and migratory
capacity in both triple-negative cells MDA-MB-468 and MDA-MB-231, in this study
we verified the same result when miR-10a was suppressed in cells, showing that its low
levels may affect the cell dissemination process. Similarly, Mao et al. (2016) [60] and
Borin et al. (2016) [22] showed melatonin activity in the inhibition of the invasion and
migration process in MDA-MB-231, SK-BR-3 (HER2 positive) and MCF-7 (HER2-
Modified) by decreasing protein kinases.

In addition to anti-invasive actions, a suppressive role of melatonin in EMT
process was identified. A decrease in vimentin and claudin 7 protein expressions and an
increased of E-cadherin in MDA-MB-468 line was observed after melatonin treatment,
suggesting its protective role in EMT. This hormone inhibits the EMT process by
interfering with NF-kB signaling [61,62]. The increase of this molecule allows
suppression of tumor cells epithelial phenotype, contributing to an increase in vimentin
cytoskeleton protein, which permits transition to mesenchymal profile [61]. Moreover, it
was observed that low levels of miR-10a also decreased expression of vimentin.

In this study we verified the action of melatonin to increase E-cadherin protein
expression in MDA-MB-468 cells. The recovery of E-cadherin supports the protective
role of melatonin in metastatic process. E-cadherin loss causes several changes in
cellular junction, allowing cells transition for mesenchymal phenotype, the initial stage
for metastasis [63]. Although the increase of E-cadherin in the MDA-MB-468 cells was
observed, the same was not verified in MDA-MB-231. The E-cadherin protein

expressions are low in this metastatic cell line, a fact noted by other authors [64].
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Besides, miR-10a investigation showed no difference in E-cadherin levels after miRNA
inhibition.

We observed decreasing levels of claudin 7 after melatonin treatment in both
TNBC cell lines. In cancer, claudins appear to be linked to worse prognosis [65,66].
Supported by the results found in the migration and invasion events we suggest that the
low expression of claudin 7 would imply a better scenario. A recent study associated the
high expression of this protein with malignancy of breast cancer contributing to the
disease progression [67].

PIK3CA is a component molecule of the signaling pathways that regulates
survival and proliferation cells, and is also associated with several malignancies, acting
mainly in promoting tumorigenesis [68,69]. The association between PIK3CA and miR-
10a was studied by Ke & Lou (2017) [46], who observed down-regulation of PIK3CA
by miR-10a, with resulting cell proliferation inhibition. However, our results did not

show modulation in PIK3CA levels after the treatments.

CONCLUSIONS

In summary, we identified the action of melatonin on the modulation of miR-10a
and EMT-related proteins, as well as suppression of invasion and cell migration. Our
data supports the hypothesis that melatonin acts in the metastatic process by targeting
some proteins involved in the EMT process. The relation between miR-10a and this

process needs to be studied further in order to be better understood.
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