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1. Introducéo

O Cancer corresponde ao conjunto de doengas multifatoriais que tem em comum o crescimento
desordenado de células que invadem tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se para outras regides do
corpo. O desenvolvimento de células normais para o estado neoplasico envolve o acimulo progressivo
de mutacdes no genoma celular que interferem na expressao de genes necessarios para a manutencao
da homeostase celular. Algumas das caracteristicas que sdo adquiridas pelas células cancerosas
contribuem, de fato, para a promogdo do tumoral. Entre elas encontram-se: insensibilidade a fatores
antiproliferativos, instabilidade genémica e mutacdo, resisténcia a morte, potencial replicativo

ilimitado, invasdo tecidual e metastase.

Em diversos tipos de canceres, como no de mama, pode ocorrer o desprendimento de células
do tumor primario e subsequente processo de metastase, o qual corresponde a dissipacdo e invasao
dessas células para tecidos adjacentes ou mesmo sitios distantes. Eventos celulares complexos e
sucessivos responsaveis pela caracteristica metastatica de tumores primarios sdo chamadas de cascata
de invasdo metastatica. Durante esse processo, as células perdem sua capacidade de adesdo célula-
célula, ganham motilidade e, em alguns casos, sdo capazes de penetrar no endotélio e proliferar em
sitios distantes. Essa reducdo da adesdo celular é conhecida como transicao epitélio-mesenquimal
(EMT), caracterizada pela reorganizacao e expressao de proteinas de citoesqueleto e pela producdo de
enzimas de degradacao de matriz extracelular, que favorecem a aquisi¢éo de propriedades locomotoras
invasivas. Apesar de serem muito importantes durante o desenvolvimento embrionario, quando essas
mudancas de fendtipo epitelial para fen6tipo mesenquimal ocorrem durante a cascata metastatica, elas
favorecem o desprendimento de células do tumor primarios e a extravasao das mesmas para vasos

linfaticos e sanguineos.

O processo de EMT é caracterizado por alteracfes na expressdo e distribuicdo de fatores
epiteliais (E-Caderina; B-Catenina) e mesenquimais (Vimentina e N-Caderina), além da participacao
de repressores transcricionais especificos de E-Caderina, como as proteinas SNAIL (fator de
transcricdo da familia SNAI, do inglés Zinc finger protein SNAI). E-Caderina e SNAIL apresentam
funcdes chaves e muito empenho cientifico tem sido empregue na elucidacdo dos mecanismos
regulatorios desse processo. A ativacdo patoldgica da proteina Snaill, leva a aquisicdo de
propriedades invasivas de tumores epiteliais, como descrito apds a primeira indicagdo do envolvimento
de genes de Snail no desencadeamento de EMT. Estudos anteriores demonstraram a superexpressao
de SNAIL em varios tipos tumorais e sua correlacdo com a agressividade, metastase, recorréncia e

falta de prognostico. Analises de bidpsias obtidas de tumores de mama; tumores gastricos; carcinomas
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hepatocelulares; cancros do célon e sarcomas sinoviais confirmaram que a expressdo do SNAIL se
correlaciona com a diminuicdo da expressdo da caderina-E, com desdiferenciacdo e invasividade.
Como a perda de expresséao de E-Caderina em tumores € considerada um marcador de mau prognostico
clinico, os repressores da E-Caderina sdo considerados marcadores de malignidade, e como alvos para

drogas anti-invasivas.

Em suma, os avangos nos ultimos anos levaram ao nosso entendimento de que os genes Snail
séo novos alvos potenciais de drogas anti-invasivas devido a sua associacdo com tumores metastaticos
desdiferenciados de diferentes origens. Deste modo, € muito importante identificar repressores
enddgenos para entender como as células embrionarias param de migrar quando atingem seus tecidos-
alvo e também inibidores sintéticos para interferir especificamente na delaminacdo de células de
tumores primarios. E possivel que a inativacdo de SNAIL possa ajudar a prevenir a invaséo e ajudar a

tornar as células invasivas mais suscetiveis a destruicao.

Neste sentido, futuros avancos em nossa compreensao dos mecanismos de acéo e regulacao da
familia de genes do SNAIL nos ajudardo a obter melhor entendimento sobre as vias essenciais do
desenvolvimento e em uma das caracteristicas mais desafiadoras do cancer, o inicio do processo

metastatico.

2. OBJETIVO

Avaliar a migracéo de células de adenocarcinoma de mama expostas a frequéncias direcionadas
a proteina SNAIL.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Selecéo da sequéncia para interferéncia com frequéncia

Para o desenvolvimento da frequéncia foi selecionada regido responsavel pela diferenciacéo
epitélio-mesenquimal. Para isso, a sequéncia do dominio Zinc finger da proteina SNAIL foi obtida a

partir dos dados depositados no Protein Data Bank (disponivel em: https://www.rcsb.org/) (Figura 1).
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Figura 1 - Sequéncia do dominio zinc finger da proteina SNAIL. A caixa em amarelo destaca a regido selecionada para
interferéncia. Informacdes disponiveis no Protein Data Bank
(http://www.rcsh.org/pdb/explore/remediatedSequence.do?structureld=4QLlI).

3.2. Cultivo celular

A linhagem epitelial MCF-7 (células de adenocarcinoma da glandula mamaéria) foram
cultivadas em garrafas de 75 cm? contendo DMEM com 10% de soro bovino fetal e 1% de antibiotico

estreptomicina/penicilina a temperatura controlada de 37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO..
3.3. Ensaio de migracéo celular

A migracdo celular foi avaliada pelo ensaio de Wound-healing. Para isso, células MCF-7 foram
crescidas em placas de cultura de 6 pogos (2x10° células/pogo) até atingirem 80% de confluéncia. Com
0 auxilio de uma ponteira estéril de 200 pL foi produzido um risco nas placas e as mesmas foram
lavadas trés vezes com PBS para a remocéo das células. Em seguida, adicionou-se meio de cultura
completo as células e fixou-se o “device” emissor das frequéncias a uma das placas (exposta), sendo a

outra mantida como controle. As placas foram incubadas em estufas separadas a 37°C e apds 13, 26,



42, 72 e 120 horas foram adquiridas fotos de todas as amostras com auxilio do equipamento de High

Content Screening ImageXpress Micro XLS (Molecular Devices) (Figura 2).
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Figura 2 - Desenho experimental para exposi¢ao as frequéncias e aquisicao de imagens. Representacdo da ordem de
eventos realizados para tratamentos e aquisicdo de imagens das placas controle (Controle) e com exposi¢do a frequéncia
(Exposta). A faixa laranja representa o periodo de exposicao das células as frequéncias.

3.4. Quantificacdo da migragao

A quantificacdo da migracdo foi avaliada através da area migratoria disponivel e quantificacdo
do nimero de células presentes na area riscada (wound-healing). Os dados foram obtidos com o auxilio
do programa ImageJ 1.52i (http://imagej.nih.gov/ij).

3.5. Analise estatistica

Os dados das triplicatas experimentais foram plotados e analisados estatisticamente no programa
GraphPad Prism 7.04 (GraphPad Software). O teste Two-way ANOVA foi realizado para comparagao
entre 0s grupos controle e exposto e os tempos de aquisicdo de imagem. Os resultados com valores

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.



4. RESULTADOS
4.1. Delimitacd@o da area de migracéo disponivel

Apbs a aquisicdo de imagens das placas controle e exposta foi selecionada aleatoriamente uma
imagem de cada triplicata para realizar as quantificagOes, totalizando trés imagens de cada condigéo.
A delimitacdo da &rea de migracao disponivel foi realizada através do programa ImageJ, no qual as
margens do risco foram determinadas manualmente através de uma ferramenta disponivel no mesmo.
Esse procedimento foi realizado com as imagens selecionadas em todos os tempos (Figura 3A). Os
valores de &rea obtidos no programa foram representados por meio da porcentagem de area disponivel
para migracdo (Figura 3B) e valores absolutos de area (Figura 3C). Apds 72 horas, verificamos a
reducdo média de 82% na area de migracao das amostras controle em relacdo ao tempo inicial (13h =
100%). Diferentemente, as amostras expostas as frequéncias reduziram para 56% a area de migracao
apo6s 72h. Esses dados demonstraram que as células MCF-7 expostas as frequéncias apresentaram

menor taxa de migracao em relagdo as células controle.
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Figura 3 — Determinacdo da area disponivel para migracédo. Ensaio de wound-healing realizado com células MCF-7.
(A) Imagens representativas da area disponivel para migracdo demarcada manualmente (linhas em amarelo) com o auxilio
do programa Imagel 1.52i. (B) Quantificacdo da porcentagem de area disponivel para migracdo. Os valores
correspondentes ao tempo inicial de avaliacdo foram utilizados como referéncia (13h = 100%) para as comparagdes
seguintes. Analises estatisticas realizadas pelo software Prism 7 (GraphPad Prism, versdo 7.04, 2017) com teste estatistico
Two-way ANOVA e fator de corre¢do de Dunnet. ***=p<0,001. (C) Quantificagdo dos valores absolutos da area disponivel
para migracdo. Analises estatisticas realizadas pelo software Prism 7 (GraphPad Prism, versdo 7.04, 2017) com teste
estatistico Two-way ANOVA e fator de correcao de Sidak. **-p<0,01; ***=p<0,005.



4.2. Quantificacdo da proliferacéo celular na area de migracéo

Apos avaliar a area de migracdo, o numero de células presentes nessa area foi quantificado ao
longo tempo. A area determinada no tempo de 13h foi utilizada como referéncia para quantificar os
tempos posteriores. Tanto a selecdo da area de interesse como a segmentacdo das imagens foram
realizadas no programa ImageJ (Figura 4A). Em seguida, os valores obtidos do nimero absoluto de
celulas presentes na area de migracdo e a relacdo do ndmero de células/area foram plotados e
analisados com o auxilio do GraphPad Prism. As amostras controle apresentaram, em média, 107 e
120 células/mm? apds 72h e 120 horas, respectivamente (Figura 4B). Interessantemente, as células
expostas as frequéncias apresentaram reducdo estatisticamente significativa comparadas ao controle,
correspondentes a 62 e 71 células/mmz2 ap6s 72 e 120 horas, respectivamente. De forma similar, os
valores absolutos do numero de células presentes na area de migracdo apresentaram diferenca
estatistica significativa entre controle e exposicdo a partir de 72h de avaliacdo (Figura 4C),
demonstrando, portanto, que a exposicao de células MCF-7 as sequéncias de frequéncias geradas pelo
algoritmo EFFATHA que possuiam como “ALVO” uma sequéncia de aminoacidos da proteina SNAIL

reduziram a migracao e proliferacdo celular.
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Figura 4 — Proliferacdo celular e migragdo na area de wound-healing. (A) Imagens representativas da segmentagéo

realizada no programa ImageJ 1.52i. (B) Quantificacdo do namero de células em relagdo a area disponivel para migracdo

e (C) quantificagdo do nimero de células presentes na area de migracéo. A area calculada no tempo de 13 horas foi utilizada

como referéncia para os célculos de proliferacdo celular. Anélises estatisticas realizadas pelo software Prism 7 (GraphPad

Prism, versdo 7.04, 2017) com teste estatistico Two-way ANOVA e fator de correcdo de Sidak. *=p<0,05; ***=p<0,001.
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5. Conclusédo

Os dados apresentados neste relatério demonstram que as sequéncias de frequéncias geradas
pelo algoritmo EFFATHA que possuiam como “ALVO” uma sequéncia de aminoacidos da proteina
SNAIL apresentaram efeito significativo sobre a migracéo celular de células MCF-7 apds 72 horas de
exposi¢do. A técnica de wound-healing permitiu avaliar a diferenca de 26% na redugdo da area de
migracdo e também na proporcdo de 45 células/mm? entre as condi¢des analisadas apos 72 horas.
Portanto, os dados apresentados no presente relatorio demonstram a relevancia da utilizacdo da
TECNOLOGIA EFFATHA para o controle da migracdo de células tumorais em modelo de

adenocarcinoma de glandula mamaria.



