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RESUMO

O cancer engloba um conjunto de doengas caracterizadas por crescimento e
invasao celular anormal em 6rgéos e tecidos podendo espalhar-se para outros
locais do corpo. Atualmente é considerado um problema de saude publica
mundial com altos indices de mortalidade. O cancer de mama € o segundo tipo
de cancer mais prevalente em mulheres com altos indices de mortalidade devido
a metastases. Proteinas envolvidas no processo de progressao tumoral tem sido
alvos de abordagens terapéuticas. Nesse contexto, as metaloproteinases de
matriz (MMPs) sdo genes que se encontram superexpressos em diversos tipos
de canceres e atuam na progressdo tumoral por meio da protedlise de
componentes da membrana basal e matriz extracelular, atuando na invaséo e
metastase de células tumorais. Terapias atuais como hormonal, quimioterapia,
radioterapia e imunoterapia ndo tem sido totalmente eficaz, tornando-se
necessario a busca de novas abordagens terapéuticas. Nesse contexto, o
silenciamento de genes superexpressos nos tumores é uma alternativa. O uso
de RNAs de interferéncia (siRNA) tem sido descrito como potencial método para
o silenciamento, porém as moléculas de siRNA livres oferecem algumas
limitagbes, como dificuldade para entrar de forma passiva nas células e seu peso
molecular, sendo necessaria o uso de nanocarreadores que entreguem esta
molécula a célula alvo. Diante disso, o objetivo principal foi utilizar nanoparticulas
hibridas de fosfato de calcio para a entrega de siRNA in vitro as células de cancer
de mama metastatico 4T1 para silenciar os genes de MMPs 9 e 13. Os
resultados obtidos mostraram que as sequéncias de siRNA construidas a partir
de critérios de funcionalidade foram adequadas para a utilizagao proposta. Além
disso, as nanoparticulas hibridas utilizadas apresentam tamanho adequado para
a entrega de siRNA as células tumorais alvo e eficiéncia de incorporagado de
siRNA as nanoparticulas de aproximadamente 80%. Foi avaliada a capacidade
citotoxica (ensaios de MTT e Azul de Tripan) das nanoparticulas e de siRNas em
células 4T1 e ndo houve diferenga significativa na viabilidade celular. Em
seguida, avaliamos se a complexo nanoestruturado foi eficaz reduzindo a
expressao dos genes alvo. Obtivemos um silenciamento satisfatorio que permitiu
analisar se, ao silenciar MMP9 e MMP13, haveria interferéncia em etapas
fundamentais de progressao tumoral como proliferagcao (ensaio clonogénico) e
migragao celulares (ensaio de wound healing e transwell). Os resultados obtidos
corroboraram aos dados da literatura que mostram MMP9 e MMP13 envolvidas
com o processo de migracéo de células tumorais em cancer de mama. Portanto,
nao obtivemos diferengas em termos de proliferagao celular com o silenciamento
das MMPs 9 e 13, mas houve reducgao significativa nos processos de migragao
de células tumorais com o silenciamento. Em conclusio, as MMPs 9 e 13 estéo
envolvidas com a migragao de células de cancer de mama e o silenciamento por
RNAI se mostrou promissor para novas abordagens terapéuticas e para a melhor
compreensao sobre as metastases em cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama; Metastase; Metaloproteinase de matriz;
Nanoparticulas; siRNA.



ABSTRACT

Cancer encompasses a set of diseases characterized by abnormal cell growth
and invasion in organs and tissues that can spread to other parts of the body. It
is currently considered a worldwide public health problem with high mortality
rates. Breast cancer is the second most prevalent type of cancer in women with
high mortality rates due to metastases. Proteins involved in the process of tumor
progression have been targeted by therapeutic approaches. In this context,
matrix metalloproteinases (MMPs) are genes that are overexpressed in several
types of cancers and act on tumor progression through the proteolysis of
components of the basement membrane and extracellular matrix, acting on the
invasion and metastasis of tumor cells. Current therapies such as hormonal,
chemotherapy, radiotherapy and immunotherapy have not been fully effective,
making it necessary to seek new therapeutic approaches. In this context, the
silencing of superexpressed genes in tumors is an alternative. The use of
interfering RNAs (siRNA) has been described as a potential method for silencing,
but the free siRNA molecules offer some limitations, such as the difficulty to enter
passively into the cells and their molecular weight, being necessary the use of
nanocarreadores that this molecule to the target cell. In view of this, the main
objective was to use hybrid calcium phosphate nanoparticles for delivery of
siRNA in vitro to 4T1 metastatic breast cancer cells to silence the MMPs genes
9 and 13. The results obtained showed that the siRNA sequences constructed at
functional criteria were adequate for the proposed use. In addition, the hybrid
nanoparticles used are suitable size for delivery of siRNA to target tumor cells
and efficiency of incorporation of siRNA into nanoparticles of approximately 80%.
The cytotoxic capacity (MTT and Tripan Blue assays) of the nanoparticles and
siRNAs in 4T1 cells was evaluated and there was no significant difference in cell
viability. Next, we evaluated whether the nanostructured complex was effective
by reducing the expression of the target genes. We obtained a satisfactory
silencing that allowed us to analyze whether silencing MMP9 and MMP13 would
interfere with fundamental stages of tumor progression, such as cell proliferation
(clonogenic assay) and cell migration (wound healing and transwell assay). The
results obtained corroborated the literature data showing MMP9 and MMP13
involved in the migration process of tumor cells in breast cancer. Therefore, we
did not obtain differences in terms of cell proliferation with the silencing of MMPs
9 and 13 but there was a significant reduction in the migration processes of tumor
cells with silencing. In conclusion, MMPs 9 and 13 are involved in the migration
of breast cancer cells and the silencing by RNAi has shown promise for new
therapeutic approaches and for the better understanding on the metastases in
breast cancer.

Keywords: Breast cancer; Metastasis; Matrix Metalloproteinase; Nanopatrticles;
siRNA.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de mama

O céancer engloba um conjunto de doengas caracterizadas por crescimento e
invasao celular anormal em 6rgéos e tecidos podendo espalhar-se para outros
locais do corpo. Atualmente € um problema de saude publica mundial com um
aumento em sua incidéncia em aproximadamente 30% anualmente. Espera-se
para 2030, 27 milhdes de novos casos de cancer com 17 milhdes de mortes em
todo o mundo (OMS, 2018). Somente no Brasil, estima-se para o biénio 2018-

2019, a ocorréncia de 1,2 milhdo de novos casos (Brasil, 2018).

O cancer de mama recebe destaque por ser o segundo tipo de cancer
mais frequente em mulheres, respondendo por 29,5% dos novos casos a cada
ano no Brasil (Brasil, 2018). Pode ocorrer em homens apesar de ser raro
(Fentiman, 2009). Em termos de prevaléncia, a situagéo assemelha-se bastante
ao cenario internacional, com esta neoplasia figurando como a mais frequente
(Bray, Ferlay and Soerjomataram, 2018). Depois dos indices de tumores de pele
ndo melanoma, o cancer de mama é o mais frequente nas mulheres das regides
Sul (73,07/100 mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e
Nordeste (40,36/100 mil) (Brasil,2018).

A histéria do cancer de mama remonta a cerca de 1.500 anos A.C com
relatos egipcios. Em 460 A.C. Hipécrates, o pai da medicina ocidente, foi o
primeiro a definir a terminologia karkinos, palavra grega para cancer.
Posteriormente, em 200 D.C., Galen fez uma caracterizagdo detalhada sobre
crescimentos celulares anormais acreditando que cancer pudesse aparecer em
qualquer parte do corpo mas, com mais frequéncia, em seios de mulheres cuja
menstruacdo era anormal (Papavramidou, Papavramidis, & Demetriou, 2010;
Akram & Siddiqui, 2012).

Na populagdo mundial, a média de sobrevida apos cinco anos de

surgimento do cancer de mama primario, € de 61%. No Brasil, as taxas de



mortalidade continuam elevadas muito provavelmente porque a doenga ainda é
diagnosticada em estagios avancados. Relativamente raro antes dos 35 anos,
acima desta faixa etaria, a incidéncia cresce rapida e progressivamente (Brasil,
2018). Além disso, o cancer de mama possui alto potencial metastatico, se
espalhando para outras partes do corpo a partir de em média trés anos do
diagndstico inicial, e tumores secundarios reaparecem, dez anos ou mais apos

o surgimento do tumor primario (ALI, 2003).

Multiplos fatores estdo envolvidos na etiologia do cancer de mama como
idade da primeira menstruagdo menor do que 12 anos, menopausa apos os 55
anos, mulheres que nunca engravidaram ou nunca tiveram filhos (nuliparidade),
primeira gravidez apds os 30 anos, uso de alguns anticoncepcionais e terapia de
reposi¢do hormonal (TRH) na menopausa, especialmente se por tempo
prolongado e predisposi¢cao genética (pelas mutagdes em determinados genes
transmitidos na heranga genética familiar. Altera¢gdes genéticas hereditarias
decorrentes de mutagdes na linhagem germinativa correspondem a 5-10% dos
chamados canceres de mama hereditarios. Por volta de 70% dos tumores da
mama decorrem de alteragdes genéticas somaticas que surgem de forma
esporadica e aleatéria como consequéncia da interagdo do genoma com o meio
através da exposicao a radiagdo solar, tabagismo, alcool, medicamentos, habitos
alimentares, habitos sexuais ou por uma multicasualidade culminando na
transformacgéo de uma célula normal em uma célula tumoral (Sun et al., 2017;
Cedolini et al., 2014; American Cancer Society, 2017; Brasil 2017,2018).

1.1.1. Prevencao e tratamento

A prevengdo do cancer de mama esta relacionada com controle dos
fatores de risco. Estima-se que por meio da alimentacao, nutricdo e atividade
fisica é possivel reduzir em até 28% o risco de a mulher desenvolver cancer de
mama. Controlar o peso corporal e evitar a obesidade, por meio da alimentagéo
saudavel e da pratica regular de exercicios fisicos, e evitar o consumo de
bebidas alcodlicas sdo recomendagdes basicas para prevenir o cancer de
mama. A amamentagédo também é considerada um fator protetor (Klemp, 2015).

Os principais desafios em torno da administragéo dos atuais tratamentos

anticancer sdo a toxicidade sistémica associada a sérios efeitos colaterais



devido a falta de especificidade, a resisténcia terapéutica que células tumorais
adquirem pelo uso de quimioterapicos em estagios iniciais da doenga que
reduzem as opg¢des de tratamento para a doenca metastatica tardia e a presenca
de células tumorais com diferentes fendtipos e habilidades proliferativas
coexistindo no tumor gerando heterogeneidade e selecédo de clones resistentes
(Arnedos et al., 2012).

Os tratamentos disponiveis para o cancer de mama levam em
consideragéo o tipo molecular e morfolégico, tamanho e grau de diferenciagcéo
do tumor, além de idade do paciente. Sdo eles: cirurgia, hormonioterapia,
quimioterapia, radioterapia e imunoterapia. Entretanto, os tratamentos
convencionais nao sao seletivos e exclusivos as células tumorais atingindo
também células saudaveis o que, além de gerar efeitos colaterais
desconfortaveis ao paciente, culminam em tratamentos que nio sao totalmente

eficazes (Nounou et al., 2015).

1.1.2. Classificacdo histolégica

Trata-se de uma doenga complexa devido ao grau de heterogeneidade.
Isso se deve ao fato de existirem diferentes subtipos moleculares e morfolégicos
de carcinoma de mama além da individualidade de cada paciente quanto a
bagagem genética e habitos diarios exigindo uma terapéutica especifica. Com o
avango das pesquisas, perfis moleculares associados ao prognéstico da doenga
tornaram-se viaveis. Essa subdivisdo do cancer de mama em subtipos
moleculares foi incorporada a pratica sendo, atualmente, recomendada pela
ASCO (American Society of Clinical Oncology) e CAP (College of American
Pathologists). Os subtipos moleculares dos tumores de mama s&o luminais A e
B, HER2 e triplo negativos (Perou et al., 2000; Eliyatkin, Yalgin, Zengel, Aktas,
& Vardar, 2015). Os métodos utilizados para essa caracterizagdo molecular das
neoplasias mamarias incluem a avaliagc&o por imunohistoquimica do status dos
receptores hormonais (estrogénio e progesterona) e do receptor HER2 (Rutgers
et al., 2013).

Dentre os subtipos morfoldgicos do cancer de mama, o carcinoma ductal
invasivo é o tipo mais comum perfazendo um total de 80% de todos os casos de

cancer de mama. Neste subtipo, um cancer que se inicia nos ductos de leite &



capaz de invadir e se espalhar pelos tecidos mamarios circundantes.
Inicialmente, é assintomatico, sendo na maioria das vezes detectado por
alteragdes na mamografia ou pelo aparecimento de um nédulo palpavel no tecido
mamario. O segundo subtipo mais comum de cancer de mama € o carcinoma
lobular invasivo, que se origina nos Iébulos produtores de leite, podendo invadir
e se espalhar pelos tecidos adjacentes, conforme demonstrado na figura. Perfaz
um total de 10% dos casos de cancer de mama e tende a ocorrer em mulheres
mais velhas do que aquelas acometidas pelo carcinoma ductal invasivo (Merdad

et al., 2014) como mostra a figura 1.
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Figura 1: Desenho esquematico mostrando o carcinoma mamario ductal invasivo e lobular
invasivo (breastcancer.org).

O cancer de mama utilizado neste estudo é do tipo triplo negativo (TNBC)
caracterizado pela auséncia de expressao dos receptores de estrogénio (RE),
progesterona (RP) e fator de crescimento epidérmico 2 (HER2). Isso significa
que esse subtipo de tumor ndo é sustentado pelos hormdnios supracitados.
Trata-se de do subgrupo mais grave ja que as terapias hormonais disponiveis
como Tamoxifeno, inibidores de aromatase, ou terapias direcionadas aos

receptores HER2 como o Trastuzumab n&o conseguem retardar sua progressao.
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Além disso, podem apresentar maior risco de recaida e taxa de mortalidade mais
elevada quando comparados aos outros subtipos de cancer de mama (Beech,
2014; Anders, Abramson, Tan, & Dent, 2016) e possuem uma propensao a
metastase pulmonar, cerebral mais que ossos e linfonodos, dificultando ainda

mais o tratamento em relag&o aos outros subtipos (Beasley and Toms, 2011).

O TNBC é caracterizado pela recorréncia da doenga entre o primeiro e
terceiro ano depois do diagndstico, recaidas até 8-10 anos depois e metastases
mais agressivas que que os outros subtipos de cancer de mama (Criscitiello et
al., 2012; Niikura et al., 2014).

Terapias usadas para o TNBCs s&o a cirurgia para retirada do tumor primario,
radioterapia e quimioterapia. O uso de anticorpos monoclonais sdo uma tentativa
de tornar o tratamento mais especifico como os inibidores de VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular) chamado Bevacizumab que impedem sua
interagcdo com receptores nos vasos sanguineos e, consequentemente, a
angiogénese e o Cetuximab que se liga ao EGFR (receptor do fator de
crescimento epidérmico) superexpresso em TNBC bloqueando o estimulo para
o crescimento tumoral (Corkery, Crown, Clynes, & O’Donovan, 2009; Nakai,
Hung, & Yamaguchi, 2016).

Aproximadamente 20% dos casos de cancer de mama séo do subtipo triplo
negativo, em que, a maioria é classificada como carcinoma ductal invasivo. Seu
diagndstico ndo é eficaz pelo exame de mamografia devido a auséncia de
calcificacdo (Schmadeka, Harmon and Singh, 2014). Diante disso, se faz
necessaria a identificacdo de novos alvos moleculares para melhorar o
tratamento e sobrevivéncia de pacientes com esse subtipo de cancer de mama
(Schmadeka, Harmon and Singh, 2014).

1.2. Metastase

A maior causa de morte por cancer de mama néo é devido ao tumor primario
em si, mas sim pela formacdo de sitios secundarios devido ao processo
metastatico em 90% dos casos (Perret and Cre, 2008; Scully et al., 2012).

A metastase € um processo complexo resultante de interagbdes entre as

células tumorais e células do microambiente tecidual como células endoteliais,



fibroblastos e macrofagos. Durante a disseminagdo de um tumor, as células
tumorais sdo capazes de evadir a resposta imune de células TCD8 e Natural
Killer (NK) se desprendendo do tumor primario e escapando do tecido de origem.
Para isso, elas sofrem mudancgas na sua expressao génica tornando-se capazes
de aderir a matriz extracelular (MEC), degrada-la e migrar localmente. Como
durante esse processo as células devem perder suas adesdes ceélula-célula e
célula-MEC, proteinas de adesé&o celular sdo de extrema importancia tais como
caderinas, integrinas e selectinas (Wolf and Friedl, 2006; Alizadeh, Shiri and
Farsinejad, 2014).

Em seguida, as células sofrem mudangas em seu citoesqueleto para que
seja possivel ocorrer a migragdo. Se a migracao ocorrer de forma individual, as
células perdem o contato com as células do tumor primario e se ocorrer de forma
coletiva, migram em conjunto sem perder as adesdes célula-célula. Durante a
migracao individual, as células perdem suas caracteristicas epiteliais e adquirem
caracteristicas mesenquimais, este processo € denominado transigao epitelial-
mesenquimal (EMT) (Alizadeh, Shiri and Farsinejad, 2014).

Na migracgao coletiva, as células requerem for¢a para migrar e uma célula
sera responsavel por liderar esta migracdo. Além dessas duas formas de
migracéo, ainda existe a migragédo ameboide que n&o requer a degradagao da
MEC por meio de proteases como as metaloproteinases de matriz (MMPs).
Neste tipo de migracdo, as células perdem sua polaridade e migram
rapidamente. As outras formas de migragdo requerem a atividade de MMPs
(Yilmaz, Christofori, & Lehembre, 2007; Alizadeh et al., 2014).

A partir dai, ocorrera o intravasamento de células tumorais para vasos
linfaticos ou sanguineos para atingir seus sitios secundarios apés a travessia da
membrana basal. Este € um passo limitante da metastase, pois é nele que ocorre
a regulagao de quantas células tumorais irdo circular na corrente sanguinea e
consequentemente popular os tumores secundarios. O intravasamento nos
vasos, sejam linfaticos ou sanguineos, é conhecido como transmigragéo
endotelial. Para que isso ocorra, as células devem sofrer mudancgas drasticas no
seu citoesqueleto, morfologia celular e quebrar as ligagdes com a matriz e/ou
células tumorais (Alizadeh, Shiri, Farsinejad, 2014; Geiger, Peeper, 2009). Esse
passo também € limitante, pois uma vez que as células entram na circulagao

sanguinea, estas sofrem um grande estresse podendo acarretar sua morte,



porém as plaquetas presentes na circulagdo possuem um papel protetor em
conjunto com o fibrinogénio, atuando como um escudo ao impedir que essas
células sejam atacadas pelo sistema imune (Coupland, Parish, 2014).

Para que as células tumorais cheguem ao sitio secundario onde irdo
formar as metastases, € preciso que extravasem a corrente sanguinea ou
linfatica. Para isso, as células devem atravessar o endotélio da vasculatura,
invadir o tecido adjacente e se estabelecer neste novo ambiente. Uma das
hipéteses que tentam explicar como se dara a nova localizagdo das células
tumorais no sitio secundario é a teoria do “seed and soil” proposta por Stephen
Paget em 1889, a qual pressupde que as células tumorais (seed) sé se
desenvolverdo em locais propicios para seu estabelecimento (soil) (Mendonza,
Khanna, 2009).

Atualmente, sabe-se que as células tumorais realmente possuem uma
propensao a metastatizar para érgaos especificos, e isso ocorre devido a
formacgao do nicho pré-metastatico que se inicia com a chegada de células
hematopoiéticas da medula 6ssea que expressam receptores de fatores de
crescimento endoteliais como o VEFGR-1 e precedem a chegada das células
tumorais a sitios distantes do tumor primario. Ha um aumento de expressio de
fatores de crescimento no local e esses eventos em conjunto resultam na
formacao do nicho pré-metastatico, em que células ndo neoplasicas marcam o

futuro sitio metastatico das células tumorais (Peinado, Lavotshkin, Lyden, 2011).



Por fim, quando as células tumorais atingem seu sitio secundario, estas
podem entrar num estagio de dorméncia quando ha inibidores de angiogénese
e permanecer dessa forma por longos periodos de tempo. O final da fase de
dorméncia estd altamente relacionado a formacao de novos vasos conhecido
como “angiogenic switch”. Ainda, esta fase pode ndo ocorrer e as células entram
num processo de colonizagdo deste novo ambiente e estabelecimento da
metastase. Portanto, para estas células escaparem da dorméncia deve haver um
balango angiogénico positivo nos tumores (Alizadeh, Shiri, Farsinejad, 2014,
Geiger, Peeper, 2009; Pollard et al., 2009). As etapas do processo metastatico

estdo representadas na figura 2.

Figura 2: Desenvolvimento de metastases em tumores (Adaptado de Kitamura, Qian, & Pollard,
2015).

Além dos fatores descritos para o processo metastatico, o microambiente
tumoral e o sistema imunolégico sdo de grande importancia atuando com células
que participam da carcinogénese e metastase (Mendonza, Khanna, 2009).

Células do sistema imune como os macréfagos associados ao tumor (TAMs)



auxiliam as células tumorais na invasao e no comportamento migratorio
secretando MMPs que corroboram para este processo (Eckhardt et al., 2005,
2012).

Para resumir a complexidade presente na formagédo de neoplasias e, por
conseguinte, na formacdo de metastases, Hanahan e Weinberg definiram
algumas caracteristicas do cancer que permitem e contribuem para que todo
esse processo ocorra e as denominaram de Hallmarks do cancer. Os hallmarks
sdo: auto-suficiencia quanto a fatores de crescimento, n&o resposta a fatores
inibitérios de proliferagdo, evasao a apoptose, alto potencial de replicagéo,
angiogénese sustentada, invasao tecidual e metadstase como mostra a figura 3.
(Hanahan, Weinberg, 2000; 2011).
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Figura 3: Caracteristicas fenotipicas adquiridas por uma célula durante os processos de

transformacéo celular e progressao tumoral (adaptado de Hanahan &. Weinberg, 2011).

Cancer de mama metastatico é aquele em que as células tumorais saem do
sitio primario e se espalham para outras partes do corpo como pulméao, figado,
cérebro e ossos. (Kitamura, Qian & Pollard, 2005). Os sintomas das metastases
variam de acordo com sua localizagao. Nos o0ssos, o0 sintoma mais comum € uma
dor repentina e perceptivel que pode ocorrer em qualquer 0sso, mas, ocorre

frequentemente nas costelas, coluna vertebral, pélvis, ou os ossos longos nos



bragos e pernas. A metastase pulmonar costuma nao causar sintomas, quando
estes ocorrem, causam dor ou desconforto na regido pulmonar, falta de ar ou
tosse persistente. No cérebro, os sintomas séo dores de cabecga, mudancas na
fala ou visdo ou problemas de memoéria. A metastase no figado frequentemente
€ assintomatica, mas pode causar dor ou desconforto na regido, fadiga e
fraqueza, perda de peso, falta de apetite ou febre (breastcancer.org).

A metastase 6ssea € a mais frequente no cancer de mama e, embora
acarrete consideravel morbidade e reducdo da qualidade de vida, oferece em
geral, sobrevida longa ao paciente (Solomayer, 2000). Estudos mostraram que
o uso de bifosfonados (Mundy, 2002; Hillner, 2003) e, mais recentemente, de
anticorpos monoclonais (Martin, 2012) reduz as complicagdes esqueléticas
associadas a metastase 0ssea, apresentando melhores resultados se iniciados
precocemente e mantidos por tempo prolongado.

Por outro lado, as mulheres com metastase extradssea, como em pulmao,
figado e sistema nervoso central (SNC), apresentam prognéstico menos
favoravel em relacao as pacientes com metastase éssea isolada (Solomayer,
2000; Insa, 1999; Chang, 2003; Largillier, 2008). Além disso, a sobrevida dos
pacientes com metastase O0ssea e que também desenvolvem metastase
extradssea, € em geral, determinada por este ultimo evento (Coleman, 1998).

Ao contrario do que sugeriam os primeiros modelos de cancer
metastatico, segundo os quais a disseminagdo do tumor ocorria em estagios
tardios da carcinogénese, os estudos mais recentes mostram que a metastase
se da de forma mais precoce durante a progressdo do tumor mesmo nos
pacientes diagnosticadas em estagios iniciais, justificando a necessidade de
mais estudos da doencga metastatica nesses pacientes (Freudenberg, 2009;
Chaffer, 2011).

1.3. Metaloproteinases de matriz

A migracao de células tumorais configura-se como a etapa mais
importante para a progressdo e disseminagdo tumoral. Para que ocorram
migracao de células tumorais, barreiras fisicas precisam ser rompidas tais como
membrana basal endotelial que permitem a disseminagéo de células tumorais

via sangue ou linfa e proteinas da matriz extracelular precisam ser degradadas.



Neste sentido, diversas enzimas proteoliticas como as plasminas, catepsinas e
as metaloproteinases de matriz (MMPs) tem fun¢do de degradacédo da matriz
extracelular (Hsiao, 2013). Portanto, a superexpressao de MMPs esta associada
com o fendtipo tumoral maligno ja que estas contribuem para a degradagéo de
proteinas da matriz extracelular e da membrana basal que favorecem a migracéo
de células tumorais (Davies, 2014; Kessenbrock, Plaks, & Werb, 2010; Merdad,
2014).

A matriz extracelular (MEC) se caracteriza por um agrupamento de
elementos intercelulares como glicosaminoglicanas (polissacarideos),
proteoglicanas (complexos glicoproteicos), proteinas estruturais (fibras
colagenas), proteinas adesivas (fibronectina), etc. Nos tecidos conjuntivos, as
células se encontram dispersas na MEC que possui diversas fungdes tais como
protecéo fisica, interagédo entre diversos tipos celulares e liberagédo de sinais de
sobrevivéncia e de diferenciacao celular. (Kessenbrock, Plaks and Werb, 2010;
Oskarsson, 2013). No microambiente tumoral, o papel da matriz extracelular ndo
esta limitado somente a atuar como barreira fisica a neoplasia, mas funciona
como um reservatorio para proteinas ligantes e fatores de crescimento que

influenciam o comportamento do mesmo. (DeClerck et al., 2004).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia de
endopeptidases dependentes de zinco para sua atividade que € composta por
24 genes em humanos, sintetizadas como zimogénios inativos (PRO-MMP).
Entre esses genes, ha diferentes tipos de metaloproteinases de matriz (MMP):
proteinases secretadas e proteinases do tipo membrana (MT-MMP). (Sternlicht
and Werb, 2001).

Com base em seu substrato de degradacao, as MMPs sao divididas em
colagenases (MMP-1, -8 e -13) que degradam colageno intersticial tipos I, Il, Il
além de digerirem outras moléculas da MEC; gelatinases (MMP-2 e -9)
degradam principalmente colageno desnaturado — gelatinas — colageno tipo IV e
lamininas; estromelisinas (MMP-3, -10 e -11) degradam fibronectinas e
proteoglicanas; matrilisinas (MMP-7 e -26) digerem diversos componentes da
matriz extracelular como fibronectina e colageno tipo IV; enamelisinas (MMP-20)

e metaloproteinases do tipo membrana (MMP-14 a 17, MMP-24 e -25) degradam



diferentes componentes da MEC como mostra a tabela 1 e outras (MMP-19,-21,
-23, -27 e -28) (Egeblad & Wer, 2002; Merdad, 2014).

As colagenases, incluindo MMPs 1, 5 e 13 catalisam a degradacao de
formas fibrilares de colageno I, Il e lll. As gelatinases como MMP 2 e 9, séo
colagenases do tipo IV, abundante em membranas basais, que degradam
gelatina (colageno desnaturado) e os tipos V, VII, IX e X. As estromelisinas,
exemplificadas por MMP 3, 7, 10 e 11 catalisam a reacdo de diversas
substancias diferentes como os proteoglicanos, lamininas e fibronectinas.
(Lebeau et al., 1999). Por fim, as metaloproteinases do tipo membrana, como
MMPs 14, 15 e 16 possuem atividade proteolitica relacionada com a migragao
de maneira em que a expressido de MT-MMP esta associada com células

malignas invasivas (Remacle et al., 2013).

A estrutura de todas as MMPs é semelhante com a presenga de pelo
menos 2 dominios conservados: o pré-dominio que contém trés regides: uma
localizagdo amino-terminal (Pre), um pro-dominio (Pro) contendo um grupo tiol
(SH) e o dominio catalitico, sendo este o segmento ativo que apresenta o ion
Zinco em sua estrutura, necessario para a conversao da forma latente/ pro-
enzima para a forma ativa/catalitica, mediante interagdo com residuos de
cisteina do pro- dominio e sua consequente ruptura (Parks, 2004). A maioria das
MMPs possuem uma regiao semelhante a hemopexina, um dominio constituido
por quatro repeticdes que contém uma ponte de dissulfeto (SS) entre o primeiro
e o ultimo subdominio, que esta ligada ao dominio catalitico (Kessenbrock, Plaks
and Werb, 2010) como mostra a figura 4. Portanto, as MMPs s&o excretadas
como uma pro-enzima inativa que sofrem ativagédo apds clivagem por diferentes

tipos de proteases extracelulares (Klein & Bischoff, 2011).
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Figura 4: Estrutura das metaloproteinases de matriz (MMPs). (Adaptado de KESSENBROCK,
2010).

As metaloproteinases de matriz do tipo membrana (MT-MMP) sao ligadas
de forma covalente & membrana extracelular e as proteases secretadas (MMP)
podem, também, estar localizadas na superficie celular por meio da ligagéo por
integrinas ou por meio de interagdes da superficie celular associados com
colageno tipo IV, proteoglicanos, laminina e fibronectina (Yu and Stamenkovic,
1999; Yu et al., 2002).

Diversos sinais regulatorios, como fatores soluveis, interagbes da matriz
extracelular com células (MEC) ou contatos célula-célula (células) interagem
com receptores especificos na superficie celular e iniciam uma cascata de
eventos que levam a geragdo de MMPs funcionais, localizadas na superficie
celular (MT-MMPs) ou secretada para o meio extracelular (pro-MMP) como na
figura 5. Além disso, esses mecanismos atuam de forma coordenada para que
a atividade das enzimas proteoliticas ocorra apenas quando necessario. Ha um
controle transcricional na expressao de MMPs por meio de citocinas como IL-4
e IL-10, fatores de crescimento como EGF, FGF e TGF-a e TGF-B1. No entanto,

diante de sinais regulatérios desregulados, os tumores malignos sao capazes



também de gerar atividade proteolitica descontrolada (Overall & Lépez-Otin,
2002).
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Figura 5: Atividade de metaloproteinases na invasao tecidual, angiogénese e metastase tumoral
(Adaptado de KESSENBROCK, 2010).

Os niveis de MMPs em tecidos saudaveis sdo baixos participando de
eventos importantes como: embriogénese, reparo 6sseo normal, ovulagao e
cicatrizagdo. Sao secretadas por neutréfilos, macréfagos, linfécitos, mastécitos,
células endoteliais, fibroblastos, células dendriticas e células progenitoras
hematopoiéticas como pré-enzimas, zimogénios, que posteriormente serao
ativadas. Para que ocorra regulagdo de metaloproteinases no estroma néo
tumoral, € imprescindivel que haja inibidores das MMPs como os inibidores
teciduais especificos como o TIMP 1, 2, 3 e 4 sendo capazes de inibir a atividade

de proteases por meio da ligacdo n&o covalente de alta afinidade com MMPs



ativas (Davies, 2014), e RECK cuja forma de ag&o ainda n&o esta totalmente

esclarecida (Figueira et al., 2009).

Os inibidores s&o produzidos pelos mesmos tipos celulares que
produzem as MMPs e estdo normalmente no estroma n&o tumoral para
regularem a expressao de MMPs. Especificamente, no microambiente tumoral,
sabe-se que a atividade aumentada de MMPs estd associada as fases de
crescimento do tumor, invasdo, metastases e angiogénese, tendo uma
superexpressdo em diferentes canceres. As metaloproteinases de matriz
regulam também uma variedade de processos de sinalizagao do microambiente
tumoral e o estroma de acordo com a figura 6 (Vizoso et al., 2007; Kessenbrock
et al., 2010).
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Figura 6: Atividade de metaloproteinases na invaséo tecidual, angiogénese e metastase tumoral
(Adaptado de KESSENBROCK, 2010). Proteases e substratos envolvidos em etapas de
progressao tumoral: 1- Invaséo e Intravasamento; 2- Angiogénese; 3- Regulagao e Inflamagéo;
4- Nicho metastatico.



O desenvolvimento de uma massa tumoral esta, portanto, fortemente
relacionada com fatores como as MMPs, que possibilitam ndo somente sua
progressao, mas fornecem os sinais necessarios para sua manutengado. Sabe-
se que MMPs s&o superexpressas em diversos tipos de canceres e sua
expressdo esta associada com variados aspectos vitais da doenga como
progressdo, proliferagdo, invasdo, transformacédo celular epitelial para
mesenquimal, metastases e angiogénese como mostrado na figura 7
(Kessenbrock, Plaks and Werb, 2010).
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Figura 7: A progressao tumoral e a atuagcdo de metaloproteinases de matriz (Adaptado de
KESSENBROCK, 2010).

No cancer de mama, diversos trabalhos mostraram a atuagéo das MMPs
(2,7,9,10, 11,13, 14 e 15) nos processos de invasao, progresséo e metastase
(Bensona, 2013; Kohrmann, 2009; Eiseler, 2009; Mark & Sternlicht, 2000;
Pivetta, 2011; Chabottaux, 2006; Surowiak, 2001).

Resultados preliminares de nosso grupo de pesquisa analisando a
expressao de metaloproteinases de matriz e seus inibidores em modelo murino
de cancer de mama e obesidade indicam que houve superexpressdo das MMPs

9 e 13 no tecido tumoral por meio de analise imunohistoquimica.



A metaloproteinase de matriz 9 (gelatinase B, colagenase do tipo IV de
92-kDa) foi inicialmente descoberta em 1974 em neutrdfilos (Sopata &
Dancewicz, 1974). A ativagao de MMP9 pode ser mediada por modificagbes no
dominio serina ou por resposta direta ao estresse oxidativo que altera o dominio
cisteina (Klein & Bischoff, 2011). Sua atividade é regulada por diferentes
estimulos bioquimicos como fatores de crescimento e citocinas cuja expresséo
parece modular vias de sinalizag&o intracelulares (Stuelten, 2005).

A MMP9 tem sido descrita como participante dos processos
carcinogénicos incluindo os de mama com papel crucial nos processos de
progressao tumoral atuando sobre os componentes da membrana basal que
representa a primeira estrutura a ser degradada por enzimas proteoliticas
durante o processo de migracéao celular.

Hanemaaijer, 2000, demonstraram que em amostras humanas a atividade
total de MMP9 estava significativamente aumentada em tumores de mama
malignos em relagéo a amostras de tumores de mama benignos. Somiari, 2006
e Wu, 2008, constataram aumento nos niveis séricos de MMP9 em pacientes
com cancer de mama metastatico quando comparados a pacientes com a
doenga benigna. Sabe-se que gelatinases estdo envolvidas no processo de
neovascularizagdo permitindo a degradagéo proteolitica da membrana basal
vascular, abrindo o caminho para migragdo de células endoteliais (Klein &
Biscoff, 2011). Comparando canceres metastaticos e n&o-metastaticos,
Bernhard, 1996 verificou que a transfeccao de MMP9 conferiu capacidade de
metastase as células ndo-metastaticas. Em adicdo, em modelo de sarcoma em
ratos, Hua & Umschel, 1994 verificaram que a inibicdo da expressao da MMP-9
reduziu a capacidade de metastase. Desta maneira, os estudos relacionaram o
aumento dos niveis de MMP-9 com a elevagéo do potencial de metastase.

A metaloproteinase de matriz 13 (colagenase 3; 48kDa), € a mais recente
colagenase descrita. Sua expressdo pode ser influenciada por hormoénios,
citocinas, fatores de crescimento semelhantes a insulina | e Il, fator de
crescimento derivado de plaquetas, crescimento basico de fibroblastos, fator de
crescimento transformador 1, IL-1, IL-6, TNF-a (Leeman, 2002; Balbin, 1999).
Portanto, a expressao de MMPs é beneficiada pelo microambiente inflamatério

gerado pelo tumor.



A MMP13 pode ser ativada por auto-protedlise ou pela remogéo de
peptideos por outras MMPs como a MMP4 e MMP2. Quando ativa, a MMP13 faz
parte da via de ativagdo de outras MMPs (Barmina, 1999). Na MEC, MMP13
degrada preferencialmente colageno tipo Il, mas também é capaz de degradar
outros tipos de proteinas da matriz como colageno tipo IV, X e XIV e fibrilinas
(Ashworth, 1999).

A participagcdo de MMP13 tem sido descrita em varios tipos de cancer
metastaticos incluindo o cancer de mama sugerindo que, em todos esses casos,
a alta expressdo de MMP13 esta associada com tumores mais agressivos (Klein
& Biscoff, 2011; Pendas, 2000; Balbin, 1999; Corte, 2005; Luukkaa, 2006).
Zhang, 2008, demonstraram superexpressao de MMP13 em amostras de
pacientes com cancer de mama metastatico. Em um estudo in vitro de cancer de
mama, Pivetta, et al., 2011 demonstraram que a MMP-13 é capaz de ativar
metastases 6sseas em cancer de mama.

Além do potencial biomarcador tumoral, as metaloproteinases em
destaque podem estimular novas abordagens terapéuticas para o cancer de

mama.

1.4. RNA de interferéncia

A interferéncia por RNA é um processo conservado na evolugdo das
espécies que ocorre naturalmente em células de eucariontes para que a
expressdo de genes seja controlada em nivel pos-transcricional. O RNA de
interferéncia (RNAI) € uma molécula de RNA de fita dupla capaz de bloquear a
sintese de proteinas ao se ligar ao RNAm alvo e degrada-lo. O RNAI possui
sequéncias especificas, que se ligam apenas a um RNAm especifico, impedindo
a producéo de uma proteina determinada. A compreensao desse mecanismo se
deu em 1998 pelos pesquisadores norte-americanos Andrew Z. Fire e Craig C.
Mello ao observarem a interferéncia de um RNA de dupla fita exédgeno em
nematddeos do género Caenorhabditis elegans (Agrawal, et al., 2003; Fire, Mello
et al., 1998).

O mecanismo que ocorre naturalmente nas células inicia-se com a
expressao de RNA de interferéncia em fita dupla, que € clivado no citoplasma

em fragmentos de 21-23 nucleotideos pela enzima Dicer. Tais fragmentos sao



conhecidos como short interfering RNA (siRNA), também constituidos de duas
fitas. Estes siRNAs associam-se a proteinas citoplasmaticas, formando um
complexo denominado RISC. Uma enzima presente no complexo protéico RISC
abre afita dupla do siRNA, libera a fita sense e acopla-se apenas a fita antisense,
cujo o papel é guiar todo o complexo até o RNAm. A fita antisense anela-se a
sequéncia alvo complementar no RNAm e o mecanismo de degradacdo &
ativado, ocorrendo assim, o silenciamento pds-transcricional da expressio

génica (Singh, Trivedi and Jain, 2018).

Experimentalmente, pode-se mimetizar o processo biolégico de RNAI
mediante o uso de moléculas curtas de RNA fita dupla, conhecidas como siRNAs
sintéticos. Nestas estruturas sintéticas, a fita antisense possui sequéncia
nucleotidica totalmente complementar a sequéncia alvo do RNAm (Conde,
2015). A inducado do mecanismo de RNAi mediado por siRNAs sintéticos é
ilustrado na Figura 8. Assim, o uso de siRNAs sintéticos - que agem como
silenciadores génicos - tem se destacado em estudos cientificos sobre papéis de
genes na biologia celular e no processo saude-doenga, bem como na busca de

potenciais alvos terapéuticos (Whitehead, Langer and Anderson, 2009).
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Figura 8: Mecanismo de interferéncia de RNA (RNAi) por short interfering RNA (siRNA).
(Adaptado de Conde, 2015).

O emprego do RNAi como abordagem terapéutica tem sido considerado
uma estratégia promissora no combate a doengas em que a expressao anormal
de certos genes pode ser identificada como a causa ou fator contribuinte. Entre
essas doencas podemos citar, além do cancer, doengas metabdlicas,
cardiovasculares, doengas autoimunes e infecgdes virais (Kim & Rossi, 2008).
No campo da oncologia, trata-se de uma abordagem interessando dado a
possibilidade de silenciamento de oncogenes envolvidos na proliferacao,
sobrevivéncia, angiogénese, metastase, supressdo de apoptose ou resisténcia

a drogas (Verma et al., 2015).

Tendo como base o uso de RNAi para terapias, ao menos 22
medicamentos baseados em RNAIi para varias doencas estdo em diferentes

etapas de ensaios clinicos e outros diversos em desenvolvimento. Para cancer,



ha testes para os seguintes alvos: VEGF, KSP, EphA2, PKN3, RRM2 e PKL1.
Outras doengas como infec¢gdo por Ebola, infec¢gdes de virus sinciciais
respiratérios, hipercolesterolemia, insuficiéncia renal entre outras estao também

em diferentes estagios de testes clinicos.(Kanasty et al., 2013).

Em meados de 2018, a Food and Drug Administration dos EUA aprovou
o primeiro medicamento baseado em RNAI, chamado Patisiran (Onpattro). Trata-
se de um medicamento para a doenca Amiloidose transtirretina hereditaria
(amiloidose ATTRh), uma polineuropatia que produz uma forma alterada de

transtirretina.

Devido ao potencial de MMPs em contribuir para aos processos de
progressao tumoral, algumas pesquisas estdo sendo desenvolvidas no sentido
de silencia-las por RNA de interferéncia. Alguns estudos com RNAi vem
demonstrando que algumas MMPs como 2, 3, 9 e 13 diminuem
significativamente a migragao e invasédo tumoral quando silenciadas (Cho, Xie,
Hegedu, & Eliceiri, 2008; Tang, Yamamoto, Lin, Fong, & Tan, 2010; Gencer,
Cebeci, & Irmak-yazicioglu, 2011; Yanan Sun, Liu, Yang, Li, & Lu, 2008; Webb
et al., 2017; Law et al., 2016; Cho et al., 2008).

Assim, apesar do potencial terapéutico de RNAI, existe um grande desafio
relacionado a entrega eficiente de siRNA as células/tecido alvo. O uso de
nanoparticulas atuando como nanocarreadores de siRNA é necessario ja que a
molécula de siRNA livre oferece algumas desvantagens como o alto peso
molecular (13 kDa), possibilidade de degradagdo por nucleases séricas,
absorgao reduzida para o interior das células e eliminagéo por excregéo renal.
Por isso, o direcionamento do siRNA por sistemas de tamanho nanométrico
precisam ser utilizados de forma que seja possivel evitar o sequestro pelo
sistema fagocitico, ter prolongado tempo de circulagéo evitando depuragéo renal
rapida e ser alvo de apenas tecidos e células especificos (Polo, 2011; Pittella,
2012).



1.5. Nanoparticulas hibridas

O interesse pela terapia com RNAI tem se expandido e pesquisas basicas
ou com obijetivos terapéuticos tem se tornado mais frequentes. Com isso, em
2010, Dauvis et al., relataram a primeira entrega de nanoparticulas de siRNA em

humanos via injegéo sistémica em estagio de ensaio clinico.

Os sistemas de nanocarreadores para liberacao de siRNAs na terapia de
cancer incluem os principais tipos: i) modifica¢cdes quimicas de siRNA, ii)
sistema de entrega de siRNA baseado em lipidios, iii) sistema de entrega de
siRNA baseado em polimeros, iv) sistemas de siRNAs conjugados, v) co-
entrega de siRNA e drogas anticancer, e vi) nanoparticulas inorganicas (Singh,
Trivedi and Jain, 2018).

As nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio (CaP) destacam-se por
caracteristicas que favorecem a sua utilizagdo. O CaP é encontrado no corpo
humano como o principal componente de ossos e dentes fornecendo alta
biocompatibilidade (Zhang, 2009) e, além disso, esse sistema é capaz de
adsorver moléculas carregadas negativamente como os acidos nucléicos. As
nanoparticulas de CaP formadas por autoassociagao, sdo sensiveis ao pH e esta
caracteristica € importante para a entrega do ativo no tumor. No pH acido
endossomal, o CaP aumenta o escape endosomal, permitindo a liberagéo para
o citosol do siRNA (Ma, 2014; Polo, 2011). Devido a esta capacidade de
liberacao de ativos em pHs diferentes, nanocarreadores baseados em CaP
permitem uma entrega controlada. Quando as células internalizam as
nanoparticulas via endossomal, o pH acido do meio tumoral favorece a
dissolugéo do fosfato de calcio. A alta concentragdo de ions calcio promove a
entrada de ions e agua para o interior do endossomo que aumentara a pressao
osmatica, ocorrendo a rompimento da membrana endossomal com liberagao do

acido nucléico (Pittella, et al., 2011).

Apesar das propriedades benéficas de CaP destacadas, nanoparticulas
precisam ser estaveis em meio aquoso para uso clinico. Para que isso ocorra,
uma molécula nao-idnica e hidrofilica bastante utilizada em carreadores é o

polietilenoglicol (PEG) conferindo estabilizacdo estérica e evitando o



crescimento rapido de cristais de CaP por meio do controle de seu tamanho.
(Kakizawa, Furukawa and Kataoka, 2004). Esta caracteristica é importante em
tratamentos contra o cancer ja que nanocarreadores inferiores a 100nm
oferecem a vantagem de acumular-se no tumor pelo efeito EPR (aumento da
permeabilidade e retengc&o) que ocorre devido a rapida multiplicagéo das células
do cancer que requerem nutrientes. Para isso, fatores de crescimento
secretados por essas células induzirdo neovascularizagdo rapida e
desorganizada que permite a passagem de nanocarreadores (Peer, 2007,
Zhang, 2009; Pittella, 2011; Allen, 2004; Maeda, 2000).

Devido as caracteristicas benéficas do uso de nanoparticulas de CaP com
PEG, muitos estudos tem sido realizados com o intuito de utiliza-las como
nanocarreadores (Kakizawa et al., 2004; Pittella et al., 2011, 2012; Mello Junior,
2017).

Neste estudo foi utilizado nanoparticulas hibridas de CaP envoltas por
polietilenoglicol acido glutdmico (PEG-GLU) polianidnico com siRNA adsorvido
no nucleo. Assim, a porgéo polidnica se liga internamente aos ins calcio de carga
positiva e PEG reveste a nanoparticula externamente como a figura 9 (Pittella
etal., 2011).

Figura 9: llustragdo de nanoparticula de fosfato de calcio/PEG/siRNA (Adaptado de PITTELLA,
2011).

Tendo em vista o potencial terapéutico das metaloproteinases de matriz 9
e 13 silenciadas por siRNA e a necessidade de tratamentos para o cancer de

mama metastatico que atuem nos processos de migragéo de células tumorais e,



portanto, na progressdo do tumor e que também sejam especificos as células
alvo, a hipétese desse trabalho foi de que o silenciamento de MMP9 e MMP13

em células de cancer de mama murinas 4T1 reduz a migracao e invasao celular.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o impacto do silenciamento por siRNA em MMP9 e MMP13 na
progressao tumoral in vitro por meio de RNA de interferéncia nanoestruturado.

2.2. Objetivos especificos

e Construir sequéncias especificas de siRNAs contra as metaloproteinases
de matriz9 e 13;

e Elaborar nanoparticulas com entrega alvo-especifica;

e Analisar a eficiéncia de incorporacédo de siRNAs em nanoparticulas;

e Silenciar os genes de metaloproteinases 9 e 13 por meio de siRNA,;

¢ Avaliar a citotoxicidade de nanoparticulas e siRNAs;

e Avaliar a capacidade proliferativa de células tumorais in vitro

e Avaliar os processos de metastase por meio de ensaios de migragao
celular.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

As sequéncias de siRNA utilizadas neste estudo e os oligonucleotideos
iniciadores foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil e o MTT [3- (4, 5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio] e o Azul de Tripan da Invitrogen. Os
reagentes utilizados em cultura celular foram adquiridos da Gibco. A aquisi¢ao
de dimetil sulféxido (DMSO), e dos sais: Na3P0O4, Na2HPO4, CaCl2 e NaCl,
TRIS (2-Amino-2-hydroximethilpropano-1,3-diol) e HEPES [acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazin etanol sulfénico] foram adquiridos da Synth. O Trizol foi
adquirido da Invitrogen; A enzima DNAse foi adquirida da Roche e o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), e o kit high capacity-cDNA Reverse
Transcription foram adquiridos da Applyed Biosystems; O kit Power SYBR-Green
PCR Master Mix foi adquirido da Thermo Scientific Inc; O polimero polietileno-

glicol acido glutédmico foi adquirido através da empresa Alamanda Polymers Inc.

3.2. Cultura Celular

A linhagem celular de carcinoma mamario murino metastatica 4T1 (ER -, PR-
, HER2)(ATCC®CRL-2539) foi gentilmente cedida pela Professora Dra. Adriana
Bonomo pesquisadora na Fiocruz, Rio de Janeiro. Os ensaios foram realizados
nos Laboratérios de Imunologia e de Desenvolvimento de Sistemas
Nanoestruturados da Universidade Federal de Juiz de Fora, em local equipado
para a manipulagédo e armazenamento de culturas celulares. Todo o trabalho foi
desenvolvido empregando material estéril e técnicas assépticas.
As células foram cultivadas em DMEM (Gibco®) e suplementadas com 10% de
soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina e mantidas em estufa
contendo 5% de CO2 a 37°C.



3.3. Construcao das sequéncias de siRNA

As sequéncias de siRNA foram desenhadas baseadas nos genes MMP9 e
MMP13 murinos. A forma final, que representa o0 RNAm maturado foi o alvo do
siRNA. A sequéncia complementar ao RNAm foi escolhida de acordo com
Reynolds et al., 2004. As sequéncias obtidas n&o apresentaram homologias com
outros genes, evitando-se assim efeitos de RNAi indesejaveis com pareamentos
inespecificos. Desta maneira, foi realizado uma pesquisa de homologia das
sequéncias desenhadas para cada gene, com as sequéncias de outros genes
que nao tem interesse. Para isso, foi utilizada a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) de nucleotideos, disponivel em (National Center for
Biotechnology Information - NCBI)
<http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi?PROGRAM=Dblastn&BLAST PR
OGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=0on&LI
NK_LOC=blasthome>. Para a constru¢ao de siRNAs utilizou-se o programa

Whitehead siRNA disponivel em http://sirna.wi.mit.edu/home.php que permite

escolher a melhor sequéncia pela homologia BLAST. As sequéncias com alto
grau de homologia com outros genes foram descartadas. Como controle

negativo de silenciamento, utilizou-se uma sequéncia ndo pareavel - scramble.

3.4. Nanoparticulas

3.4.1. Preparacao de nanoparticulas hibridas

As nanoparticulas foram preparadas a partir de uma mistura simples de duas
solugdes aquosas. A solugao 1 possui CaClz na concentragéo de 2,5M diluida
em TRIS-hidroximetil-aminometano na concentragdo de 25mM (pH 10). A
solugdo 2 contém polimero polietileno-glicol-acido glutdmico (PEG-GLU) na
concentracao de 400ug/mL diluido em TRIS/HCL na concentragéo de 10mM (pH
7,2-7,4), HEPES PO4 a 50mM, NaCl a 140mM (pH 7,2-7,4) e siRNA a 15uM. A
solugdo 1 foi misturada, manualmente, a solugdo 2 vigorosamente por
aproximadamente 20 segundos. As nanoparticulas sao formadas a partir de

interacdes eletrostaticas por auto-associagéo.



3.4.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A técnica de espalhamento dindmico de luz foi utilizada para obtengédo da
distribuicdo de tamanho, do didmetro hidrodindmico meédio e do indice de
polidispersividade (Pdl). Essas medidas foram realizadas com cubetas de
quartzo (ZEN2112) no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments,
Reino Unido) a 25°C em um angulo de detecgdo de 173° com um laser He-Ne
(633nm) como feixe incidente. Os didmetros especificos e os indices de
polidispersao (Pdl) foram obtidos a partir da taxa de decaimento na 50 fung&o de
correlagdo de fotons e analisados com um método cumulativo. Histogramas
foram montados para apresentar a distribuicdo populacional baseada no

tamanho médio das nanoparticulas.

3.4.3. Eficiéncia de encapsulacao de siRNA em nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulagdo foi determinada utilizando o Nanodrop Lite
Spectrophotometer (Thermo Scientific) em comprimento de onda 260nm.
Primeiramente, a amostra de nanoparticula foi centrifugada a 15.000 rpm por 20
minutos utilizando centrifuga Heraeus Megafure 16R (Thermo Scientific). O
sobrenadante filtrado foi coletado e medido em espectrofotdmetro. O percentual

foi calculado de acordo com a seguinte férmula:

Concentracao inicial — Concentracao filtrado

o x 100
Concentracao inicial



3.5. Extracao de RNA

As células da linhagem 4T1 foram semeadas em placas de 6 pogos em triplicatas
para os grupos: nanoparticulas com siRNAs de MMP9 (NP siMMP9) e MMP13
(NP siMMP13) na concentragdo de 200nM, como controles negativos foram
utilizados nanoparticulas sem siRNA (Mock), siRNA sem a nanoparticula
(Naked) para cada gene e siRNA de um gene ndo homdlogo a sequéncia de
gene conhecida (Scramble) além de células somente com meio de cultura. As
células em cada pogo foram lavadas duas vezes com PBS e em seguida,
adicionou-se 1mL de Trizol (Invitrogen, Califérnia, EUA) por poco.
Posteriormente, o conteldo de cada poco foi transferido para um microtubo de
1,5mL. Adicionou-se 200uL de cloroférmio (Merck, Hesse, Alemanha) que foi
homogeneizado por inversdo e incubado por 3 minutos em temperatura
ambiente. Apds este periodo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm a
4°C por 15 minutos para separagédo das amostras em trés fases distintas. A fase
superior aquosa, contendo o RNA, foi transferida para um novo microtubo, no
qual foram acrescentados 500 uL de isopropanol (Merck, Hesse, Alemanha). Os
microtubos foram incubados por dez minutos a temperatura ambiente e depois
foram centrifugados a 12.000 rpm a 4°C, por 15 minutos. Descartou-se o
sobrenadante, sendo o pellet lavado duas vezes com etanol 75% (Merck, Hesse,
Alemanha). Apos as lavagens, os microtubos foram deixados invertidos sobre
papel toalha com a tampa aberta, para evaporagéo do etanol remanescente. Em
seguida, acrescentou-se 30uL de dgua RNase free nos microtubos e estes foram

armazenados a -80°C.

Para minimizar a contaminagdo dos RNAs com DNA gendmico, as amostras
foram tratadas com DNAse; 10ug de RNA foram tratados com 5uL de DNAse |
recombinant, RNase-free (Roche) na presenca de 5uL de incubation buffer e
incubadas por 15 minutos a 37°C. Em seguida, o RNA tratado foi incubado com
2uL de EDTA 8 mM por 10 minutos a 75°C para inibir a reagédo. Este RNA foi

utilizado para sintese de DNA complementar (cDNA).

A absorbancia das amostras de RNA foi determinada em espectrofotdmetro
(NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Carolina do Norte EUA), com intuito



de analisar a qualidade e também para quantificacédo das mesmas. As dosagens

foram feitas a partir de 2uL da amostra e a quantidade de RNA foi padronizada.

3.6. PCR em tempo real

A sintese de cDNA foi realizada pela técnica de transcrigédo reversa (RT), a partir
das fitas de mRNA. A enzima usada para essa reagéao foi Transcriptase Reversa
(Applied Biosystems) e, além disso, foram adicionados os seguintes reagentes
a tubos nuclease-free: dNTP, random primers, RT buffer e H20 RNase free. Os
tubos foram incubados a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e 85°C por

5 minutos. Os tubos contendo cDNA foram armazenados a -20°C.

Apods a sintese do cDNA, realizou-se a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Os iniciadores (5°-3") utilizados para analise da expressdo de mMRNAs
especificos foram CGAGGGACGCTCCTATTCG (MMP9 - foward) e
TTGCCGTGCTCCGTGTAG (MMP9 - reverse);
TGCACGTTAACGGACAACTTC (MMP13 - foward) e
TCCCCTTTCTTAGTGACTTTGGT (MMP13 — reverse) com eficiéncia de 97% e
98% respectivamente. O gene de referéncia utilizado foi a beta-actina que possui
os iniciadores (5°-3") nas seguintes sequéncias: CCACCATGTACCCAGGCATT
(ACTIN - foward) e ACGCAGCTCAGTAACAGTCC (ACTIN — reverse). Utilizou-
se 5uL do cDNA; 10 yL do reagente SyberGreen; 0,4 uL de cada iniciador
(concentragcdo de10uM) e 4,2uL de agua foram misturados para cada amostra.
Foram feitas triplicatas de cada amostra com volume final de reag¢ao de 20 pL.
As condi¢des de temperatura utilizadas foram: um passo inicial de 95°C por 10
minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Por fim, na curva de dissociagao usou-se 95°C por 15 segundos, seguidos de
60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos. A placa foi incubada em
termociclador StepOnePlus Real-time RT-PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA). O threshold foi definido automaticamente pelo programa, sendo

ajustado para a fase exponencial da reagcdo quando necessario.



3.7. Analise de viabilidade celular

3.7.1. Teste de avaliacao do metabolismo celular com MTT

A determinagdo da citotoxicidade de nanoparticulas com siMMP9 e
nanoparticulas com siMMP13 sobre as células de cancer de mama metastaticas
4T1 foi avaliada através do método do MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tetrazolium]} que constitui-se de um teste colorimétrico usado para
avaliar o metabolismo mitocondrial conforme descrito por Mosmann (1983) e
modificado por Pasetti (2009). Dessa forma, desidrogenases mitocondriais,
presentes apenas em ceélulas metabolicamente viaveis, clivam o anel de
tetrazdlio, transformando-se de um composto de coloragdo amarela em um
composto de coloragéo roxa, chamado de formazan {E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-1,3-diphenylformazan}, que séo cristais insollveis em solu¢des aquosas.
Assim sendo, a producado de formazan reflete o estado funcional da cadeia

respiratéria.

Apds o crescimento celular, as células foram plaqueadas na densidade de 5x103
células por pogo em placas de cultura de 96 pogcos em 100ul de DMEM e
incubadas por 24h.

As nanoparticulas com siMMP9 e siMMP13 nas concentragdes de 10, 50, 100 e
150 e 200nM foram adicionadas e como controles negativos foram utilizados
nanoparticulas sem siRNA (Mock), siRNA livre (Naked) e siRNA de um gene néo
homodlogo a sequéncia de gene conhecida (Scramble). Para cada condi¢ao

foram utilizados seis pogos.

Apos adicao dos tratamentos, as células foram novamente incubadas em estufa
a 37°C e 5% de CO2 por 24h e 48h. Apds o tempo de exposigao correspondente,
foram entéo adicionados 20ul de solugao de MTT (5mg/ml preparada com PBS).
A placa de 96 pocos foi hovamente colocada na estufa e incubada por 4h. Em
seguida, o meio contendo MTT foi aspirado de cada poc¢o e foram adicionados
100l DMSO para solubilizar os cristais formados. A absorbancia foi medida em

espectrofotdmetro (Spectramax 190; Molecular Devices, Sunnyvale, USA) em



comprimento de onda de 540nm. A avaliagdo do metabolismo celular por meio

do percentual de sobrevivéncia celular foi calculado da seguinte forma:
Absorbancia da amostra

% de células viaveis = ———— x 100
Absorbancia média do controle

3.7.2. Teste de viabilidade com Azul de Trypan

O efeito do silenciamento de MMP9 e MMP 13 na taxa de viabilidade da linhagem
4T1 também foram avaliados a partir da contagem do numero de células ao
longo do tempo. Para isso, 5x 103células foram plaqueadas em placas de 24
pocos e mantidas por 24h para aderéncia. Em seguida, os tratamentos foram
adicionados em triplicatas da seguinte maneira: células somente com meio de
cultura, NP siMMP9 (200nM), NP siMMP13 (200nM), Naked MMP9 (siRNA sem
a nanoparticula), Naked MMP13 (siRNA sem a nanoparticula), Mock
(nanoparticulas sem siRNA) e NP siRNA Scramble. Nos tempos de 24 e 48
horas seguintes, as células foram tripsinizadas, ressuspendidas em meio de
cultivo e contadas com o auxilio do Trypan Blue (15250-061, Life Technologies,
Califérnia, EUA) em camara de Neubauer. O Trypan Blue é um corante incapaz
de ser internalizado por células viaveis, as quais possuem a membrana integra.
Assim, apenas células danificadas ou mortas sao coradas por este composto, de
forma que a utilizagdo do mesmo permite a distingdo entre células vivas e células

mortas.

3.8. Ensaio de migracao celular

A aquisicdo da capacidade de migragédo pelas células tumorais esta
diretamente relacionada com aumento de agressividade. Este fenédmeno permite
que células transformadas colonizem 6rgéos distantes em um evento complexo
e finamente orquestrado que envolve desde a invaséo de capilares, modificagéo
da morfologia celular e a sobrevivéncia em ambiente com caracteristicas
distintas do ambiente de origem. Nesta perspectiva, avaliou-se o efeito de NP
siMMP9 e NP siMMP13 na linhagem metastatica 4T1 durante a capacidade de

migracéao celular.



3.8.1. Wound Healing (migracao coletiva)

A capacidade de migracao coletiva da linhagem 4T1 previamente tratadas
com NP siRNA de MMP9 e NP siMMP13 foi avaliada. Estas foram semeadas em
placas de 24 pogos em trés pocgos distintos para caracterizar a triplicata técnica
com os seguintes grupos: células somente com meio de cultura, NP siMMP9
(200nM), NP siMMP13 (200nM), Naked MMP9 (siRNA sem a nanoparticula),
Naked MMP13 (siRNA sem a nanoparticula), Mock (nanoparticulas sem siRNA)
e NP siRNA Scramble. Apds as linhagens atingirem confluéncia de 80%, foi
realizado um risco em cada um dos pogos da placa com o auxilio de ponteiras
p200. Imediatamente apds a realizagao do risco, as células foram lavadas com
PBS para remogédo daquelas que se desprenderam do substrato evitando que
as mesmas pudessem novamente se aderir na placa. Em seguida, foram
adicionados meio DMEM sem SFB e os pogos foram avaliados. As regides
analisadas foram marcadas para nova observagéo em 0, 12, 24, 36 e 48 horas
depois. Imagens foram adquiridas e avaliados em microscopio invertido
acoplado a cémera fotografica no aumento de 10x. A migragéo celular foi

quantificada no programa Image Pro Plus.

3.8.2. Ensaio de migracao - Transwell

O efeito da capacidade de migragéo individual da linhagem 4T1 silenciados por
siRNA de MMP9 e MMP13 foi avaliado pelo ensaio de Transwell. A camara
superior contém membrana de policarbonato de 8um de didmetro (Transwell -
poros com 0,8 ym de didmetro, Corning, Arizona, EUA) que foi coberta por
Matrigel (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 1mg/mL. As células foram
semeadas no inserto na densidade de 1x10* célualas/mL de meio de cultura sem
soro obedecendo os seguintes grupos: controle, NP siScramble, NP siMMP9, NP
siMMP13, Naked MMP9 e Naked MMP13. Meio de cultura com soro foi colocado

na porcao inferior. As placas de cultura foram incubadas por 24 horas. Para



analisar as células que atravessaram a barreira do Matrigel e a membrana
porosa, os insertos foram removidos dos pogos e incubados em Paraformaldeido
4% por 5 minutos a temperatura ambiente e lavados em solugdo de PBS.
Posteriormente, estes foram incubados em Metanol 100% por 20 minutos e
lavados com PBS. Em seguida, foram corados em Cristal Violeta 0,1% por 1
minuto e lavados em PBS para remocg&o do excesso de corante. As células que
ndo migraram foram cuidadosamente removidas da membrana
do Transwell com o auxilio de hastes flexiveis. Em seguida, os insertos foram
analisados em microscopio invertido acoplado a camera fotografica. As imagens
foram adquiridas no aumento de 4x e 10x. Cinco imagens de diferentes campos
foram adquiridas. Assim, para quantificar a capacidade de migragéo, as células

destes cinco campos foram contadas (ferramenta contagem, Image Pro Plus).

3.9. Ensaio de clonogenicidade

Para determinar se os tratamentos com siMMP9 e siMMP13 (200nM) alteram a
capacidade de formacédo de colbnias da linhagem 4T1, as células foram
cultivadas em placas de 60x15 mm (100 células por po¢co em volume final de 2
mL) e tratadas a cada trés dias obedecendo os seguintes grupos: Controle —
apenas células com DMEM, NP siMMP9 e NP siMMP13 (200nM), Naked MMP9,
Naked MMP13, Mock e NP siScramble ao longo de sete dias. Cada grupo de
tratamento foi plaqueado trés vezes a fim de se obter a replicata técnica. No final
deste periodo, as placas foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido
4%, lavadas com PBS e coradas com Cristal Violeta 0,5% por 1 minuto. Apds
lavagem abundante em agua, os clones foram fotografados e contados com o
auxilio do aplicativo CFU Scope. Em seguida, estes foram solubilizados em
solucao de SDS 1% sob agitagéo por uma hora a 37°. A absorbéancia dos clones
solubilizados foi avaliada em espectrofotdbmetro (Spectramax 190; Molecular
Devices, Sunnyvale, USA) em comprimento de onda de 620 nm com posterior

analise estatistica.



3.10. Analise estatistica

Para a avaliagdo estatistica utilizou-se a analise de variancia (ANOVA)
para testar os efeitos dos tratamentos e como pds testes foram utilizados o
Tukey ou Bonferroni pelo software GraphPad Prism em experimentos feitos
em triplicatas. Os valores de p inferiores a 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos e representados por um asterisco.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sequéncias de siRNAs e genes alvo

Os critérios utilizados para a construgdo de sequéncias de siRNAs
determinam a obtencao de sequéncias efetivas em promover o silenciamento.
Reynolds et al. em 2004, ao analisarem 180 siRNAs, propuseram caracteristicas
para a escolha da sequéncia complementar ao RNAm mais adequada como:
alvos localizados a 50-100 nucleotideos apds o codon de inicio (ATG);
sequéncias padroes: AA(N19)TT, ou NA(N21), ou NAR(N17)YNN, em que N é
qualquer nucleotideo, R é uma purina (A,G) e Y é uma pirimidina (C,U);
porcentagem de G,C entre 36-52% para apresentar estabilidade; evitar repeticéo
de 4 ou mais nucleotideos para ndo acontecer formagédo de estruturas
secundarias; baixa estabilidade da fita senso; evitar homologias com outros

genes para que nao ocorram efeitos de RNAI fora do alvo.

As sequéncias de siRNAs construidas se mostraram eficazes ao silenciar
parcialmente MMP9 e MMP13 conforme proposto por Reynolds et al., 2004 e

estio descritas na tabela 1.

Gene Sequéncias senso (5'- 3’)
MMP9 CGAUAAGGACGGCAAAUUUGG
MMP13 CUGCGAGCGUUCAGAUUUA
Scramble GGAGUCGACGAGCAUAGGU

Tabela 1: Sequéncias de siRNA utilizadas.

As regides especificas de pareamento dos alvos MMP9 e MMP13 estao
demonstradas nas figuras 9 e 10 junto ao RNA mensageiro do respectivo gene
analisado.



TOCAAAGGCAGCGTTAGC CAGAAGL TOCOGTCCTCACCATGAG TCCCTGOCAGCCCCTALTCCTOOITCT
CCTEeCTTTCeOCTeCAGCTCTOCTeCCCC T TACCAGCGCCAGCCCAC TTTTGTGGTCT TCCCCARAGAL
CToAARACCTCCAACCTCACGOACACCCAGCTOOCAGAGGCATACT TGTACCGLTATOGTTACACCLGOG
CCOCCCAGATOATGOOACAGAAGCAGTCTCTACGOCCOGCT TTOLTGATOLT TCAGAAGCAGLCTCTCCLT
GLCCCAGALTOOTOAGC TEOACAGLCAGACAL TAMAGGCCAT TCOAACACCACOLTOTOGTGTCCCAGAL
GTGGETCGAT TCCARACC TTCAMAGGCC TCAAGT GGGACCATCATAACATCACATAC TGGATCCARAALT
ACTCTGAAGAC TTGLCOCGAGACATGATCOATOACGCCT TCOCOLoCalCTTCOCGaTATOOGGLOAGGT
GGCACCCCTCACETTCACCCGEGT6TACGGAL COGARGEGGACATTGTCATCCAGT TTGETGTCOLGGAG
CACGOAGALGLOTATCCCTTCOACGOCAAGGALCGOCCTTCTGOCACACGCCT TTCCCCOTOOLGLCGRLG
TTCAGGGAGATGCCCATT TCGACGACGACGAGT TETOETEGE TROGLAMGEEGTCOTGATCCCCACTTA
CTATGOAAACTCAAAT GO TG CCCATOTCACTTTCCCT TCACCTTCOAGOOACGLTCCTATTCGOLCTGL
ACCACAGALGOLCOCAACGACOOCACGLCTTOOTOTAGCACAACAGCTGACTA

T TTCTGLCCTAGTGAGAGACTCTACACGOAGCACGOCAACCCAGAAGGCARACCOTOTGTGT
GTTCATCTTTEAGGECCGCTCCTACTCTOLCTOCACCACTAAAGOCCOCTCOOATGETTACCGLTAGTG
GCCACCACAGCCAACTATGACCAGEATAARCTOTATGGCTTCTOLCCTACCCGAGTGOACGLGALCGTAG
TTGeOGGCAAC TCOOCAGGAGAGCTGTGCaTCTTCCCCTTCATCTTCLTOOGCAAGCAGTACTCTTLCTG
TACCAGLGACGECCGCAGGGATAGECGCCTCTGATATGEGACCACATCGAAC T TCAACACTGAC AAGANG
TOGEGTTTCTGTCCAGAC CAAGGGTACAGLCTOT TCCTOOTGOCAGCOCACGAGT TCOOLCATGLACTOG
GETTAGATCAT TECAGCGTGECGGAAGEGL TEATGTACCCGE TGTATAGE TACC TCAAGEGE TTCECTET
GAATAAAGACGACATAGACGOLATCCAGTATCTGTATGETCGTOOC TCTAAGCCTGACCCAAGGLCTCCA
GCCACCACCACAACTGAACCACAGLCOACAGCACCTCCCACTATOTGTCCCACTATACCTCCCACGGLLT
ATCCCACAGTGOOCCCCACGOTTOECCCTACAGGLOCCCCCTCACCTOOCCCCACAAGLAGCCCOTCALL
TeGCCCTACAGOCGOCCCCTCACCTOOCCCTACAGCOLCCCCTACTOLGOOCTCTTCTOARGLCTCTACA
GAGTCTTTOAGTCCOOCAGACAATCCTTOLAATGTGGATGT TTTTCGATGCTATTGCTGAGAT CCAGGLRLG
CTCTeCATTTCT TCAAGGACGOT TEGTACTGLAAGT TCCTGAATCATAGAGGAAGCCCATTACAGGGLLC
CTTCCTTACTGLCCGCACGTGECCAGLCCTGLCTACAMC 6L TGGAC TCCGLL T T TGAGGATCCGLAGALL
AAGAGGGTTTTCTTCT TCTCTOOACGTCARATOTOOGTGTACACAGGLAAGACCOTOCTGOGLCCCAGGA
GTCTGOATAAGTTGOGTC TAGGCCCAGAGG TAACCCACG TCAGLGGGE TTCTCCCACGTEGTETCOGGAA
GOCTCTECTAT TCAGCAAGGGOCGTGTCTOOAGAT TCOACT TEAAGTC TCAGAAGGTGOATCCCCAGAGT
GTCATTCGCGTOEATAAGGAGT TCTETGETGTHOCC TGGAAL TCAC ACGACATE TTCCAGTACC AAGAL A
AAGCCTATTTCTOCCATOOCAAATTCTTCTGOLGTOTGAGT TTCCAARATOAGOTGAACAAGGTOOACCA
TOAGGTEAACCAGGTOGACGALGTEOOC TACGTGACCTACGACCTCCTOCAGTOLCCTTGAACTAGGELT
CCTTCTTTGCT TCAACCOTOCAGTECAAGTCTCTAGAGACCACCACCACCACCACCACACACAAACCCCA
TCCEAGGLARAGGTEC TAGC TOOLCAGGTACAGACTOGTGATCTCT TCTAGAGALC T GOGAAGGAGT GLAG
GCAGGCAGGGCTCTCTCTeCCCACCOTCCTTTCTTOTTOOACTGTTTCTAAT AAACACGGAT CCCCAALT
TTTTCCAGCTACT TTAGTCAATCAGCTTATCTGTAGTTGCAGATOCAT CCOAGCAAGAAGACAALCTTTGT
AGGGTGEATTCTGACCTTTTATTTTTGTGTGECGTC TGAGAAT TAAAT CAGC TGGET TT TATGACAGGCA
CTTCACCOaCTAAACCACCTCTCCCoACTCCAGCCCTTTTATTTATTATGTATGAGGTTATGT TCACATG
CATGTATTTAACCCACAGAATGE T TACTGTG TG T COGECELGEE TCCANCCGETGCATANMATAT TAAGGT
ATTCAGT TGCCCCTACTOGAAGGTATTATGTAACTATTTCTCTCTTACATTGGAGAACACCACCOAGLTA
TCCACTCATCAAACAT TTAT TOAGAGCATLCCTAGGGAGCCAGOLTCTCTACTOOGCGT TAGGLACAGAA
ATGTTGETTCTTCCT TCAAGGAT TECTCAGAGAT TCTCCOTATCLTGTAAATCTGLTGAAACCAGACCLC
AGACTCCTCTCTCTCCCoAGAG T CCAACTCAC TCACTOTOGT TOLTOOCAGL TOCAGCATOLGTATACAG
CATGTATOLTAGAGAGGTAGAGGGEGTCTATGLGTTATGOT TCAGGTCAGACTGTGTCCTCCAGOT GAGA
TOACCCCTCAGCTGEAAC TGATCCAGGAAGGATAACCAAGTGTCTTCCTOOCAGTCTTTTTTAAATAAAT
GAATAMATGAATATTTACTTATT TAAAAARAAAALAALA

Local de pareamento do
SiRNA MMP9

Mus musculus matrix metalloproteinase 9 (MMP9)
NCBI Reference Sequence: NM_013599.4

Figura 30: Localizagédo do pareamento de siRNA ao RNA mensageiro do gene MMP9.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, acesso em 28/12/2018).

CTTGECCTGERAAGGAGAGACTCCAGGCAC TEL TGE6CACCATGLATT CAGC TATCC TGGCCACCTTETT
CTTGTTGAGETGEACTCEE TGTTRETCLCTHECEETTCEETATGETBATCATGATGATGATBACE TGTET
GAGGANGACCTTGTGT TTGCAGAGCACTACTTGABATCATACTACCATCC TRCGACTC T TGCGGGAATEC
TGAAGAAGTCTACAGTGACE TCCACAGT TGACAGGC TCCGAGARATGLARTCTTTCTTTGGL TTAGAGGT
GACTGGCAMC TTGATGATCCEAC TTAGACATEATGAGAAAACCARGATGTGRAGT GLLTGATGTGEGT
GAATACAATGTTTTCCC TAGARCAC TCARATGGTCCCARACGAACT TAACTTACAGGAT TGTGAACTATA
CTCCTRATATGTEECATTC T GANGTGRAGANGEEE T TCAGAARAGE LT TCANGETCTEGTCTGATETEAL
ACCACTGAATT TCACCAGAATE TATGATGGEAC TG TGACATCATGATATE T TTTGGGAC TAAGAACAT
GGTGACTTCTACCCAT TTGATGGACCTTCTGGTETTCTGECACACGETTTTCCTCCTGGACCARACTATG
GTGGAGATGECCATTT TEATGATGATGARALE TAGACARGEAGTTCCARAGGL TACARC TTGTTTAT TGT
TGETGECCATAAGETTGECEACTCECTAGGTE TGAATCAC TCCANGGACE CAGBAGE CC TRATGTTTECC
ATCTATACCTACAC TGGCARARGCCAT TTCATGETTCCTGATGATGACGT TCAAGGART TCAGTTTCTTT
ATGGTCCAGECGATGAAGACCECAMCCCTANGCATCCCAAMACACCAGAGANGTGT GACCCAGEELT
CCTTGATGCCATTACCAGTCTCCGAGGAGABACTATGATC T TTARGACABAT TCTTCTEGLACTGEAC
CETCAGCAGET TGAGGE TEAGE TET TTTTGACAAMGTCETTTTGCEAGRRE TTECEAAECHAETEGATE
CTGCATATGRACATCCATCCCATGACCTTATGTTTATCTT TAGAGGGAGARSAT TCTGGACTCTGAAT GG
TTATGACATTCTGGAAGGTTATCCCAGAAMAATATC TRACC TEGGATTCCCANAGACGTCANGAGACTG
AGCGETELGET TEACT TTGAGAACACGAEGAGACELTETTET TCTETaABARZEACETETGEAGT TATG
ATGATGTTAMCCAGAC TATGGACAAAGATTATCECCOCETCATAGARGAGHRAT TCCCTRRAAT TGGEAA
CAMAGTAGATGCTGTCTATGAGAAARATGGETATATCTACTTTTTCHATGEGCCCATACAGT TTGAATAC
AGTATCTGGAGTANTCGEAT TGTGAGAGTCATGECAACARATTCRATAT G TGRTGT TAMGCATCTTTAA
AAGTTGTTATTTATCTCCCAGAGAGTAT TTGRAATACT TTCABATGTATCEGGTAGE66TGEAGTGAAGA
TATCAGGEGAGAGETTAGTTCTGTGAACGAGE TTCABTARGTTATE TT TGAGCATACAGTATETATATAA
CTATGCTGEE TARAACCACATGGAGAAT TT TABAET AATGCAAT TRAGAACCCLAAGEATCACC TEAT
TCTTGCGTGCTATGAAGARACAAGA TTGATALHEAC (CACAGC AMACATGGGGTCCATCTGETT TTGAGA
GCATGCATAAT TATTAATATATTTATT T MAAANGEL TAACAGACATARAATARATCATATT TATATAAE
TGAATTGTCTTTACAMMARAGTATASHCT TAGARAC TTGAMAT T TGAGGAGT TCATGTATERGAAGLC
ACAGATGAGCACAGAT ARAGGEAMETGCCT MMAMATGEACGT TAACGGACAACTT TCCARGAGAGATT
TCAGCTTT TCARITa T e ATV R A TCCALT TTTATACAACCAAT AASARAATAC CAAAGTEA
CTAAGARAGGGEATAACAGLCAC TACAAGEACAGT GGAGGTGGLC TTACATTTGGC TTAATTTTTATGT
TGATCATTACTCANGGE TATGEACAC TGETAGAAGATAT TGABAGAGAAATGGAGGBAGATTTETETTTTT
ATTAAATATTTAGGCAT TGAMAAGACCATAGT GTGAAMAGTCARAATTGC TATANGATACGT AGCARTG
CCATAGCTTTTTCATGAATTATTTGACTATTT TAGAATAAAAC TAATGTTTCAACCTTGTTTATCTACLC
ACTTGTTCTAATGACC TATAGACTC TTTEATACATAGTETCTTTTC TAGTAACT TGTGTBACAGGAGE TA
AGGCAGARATATTATGTAGAAGTAGATCCAGE TAMGACACAGE ANGLCAGRATAMGAC TATGCCAGE TG
GTCAGTCOCCCTTTTGAGACCACTCCTTTGTECTCCACEATET TTGTTARTCCCTCTCTGCTTTCCTTAG
CGAGTAACACTTGETGE TTACTGATGTGTGAAAAGC TATTGTGTCAAGAGACAGTGT TAAT T ARAC TEGG
AAAATACAMMAGAACTGTTTTTTTGAATAATATGT TAGACTGTATTTATGTTGTTTC TAMTAAMART AG
TGTTTTCAGCAGATA

Local de pareamento do
siRNA MMP13

Mus musculus matrix metalloproteinase 13 (MMP13)

NCBI Reference Sequence: NM_008607.2

Figura 11: Localizag&do do pareamento de siRNA ao RNA mensageiro do gene MMP13.
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, acesso em 28/12/2018).




4.2. Caracterizacao de nanoparticulas hibridas

As nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio foram preparadas conforme
Kakizawa, Furukawa, & Kataoka, 2004, com pequenas modificagdes, por
autoassociagéo por meio da mistura simples e estequiométrica de duas solucdes
aquosas de CaCl2 em tampé&o TRIS pH 10 e HEPES pH 7,4 com PEG-GLU na

presencga de siRNA e, em seguida, analisadas pela técnica de DLS.

Os resultados obtidos mostraram didmetros hidrodinamicos médios de 62,50
nm e indice de polidispersao (Pdl) de 0,105 com distribuicdo monodispersa como
mostra a figura 13. Esses dados sao compativeis com os encontrados por Pittella
et al., 2011 que, ao utilizar nanoparticulas de CaP, obtiveram distribuicdo
unimodal com tamanho médio de 42nm e com Mello Junior et al., 2017 que

encontraram tamanho médio de 68.9nm e 69.6nm em nanoparticulas de CaP.

O tamanho das nanoparticulas é essencial para a entrega seletiva de
siRNA ao alvo. Para que isso ocorra com efeito RNAIi, a sensibilidade de
nanoparticulas de CaP ao pH é imprescindivel permitindo uma entrega
controlada. Além disso, quando as células internalizam as nanoparticulas via
endossomal, o pH acido do meio tumoral favorece a dissolugdo do fosfato de
calcio. A alta concentragao de ions calcio promove a entrada de ions e agua para
o interior do endossomo que aumentara a pressdo osmotica, ocorrendo a
rompimento da membrana endossomal com liberagdo do acido nucléico (Ma,
2014; Polo, 2011, Pittella, 2011).

Deve-se destacar as excelentes propriedades do fosfato de calcio utilizado
na formulagcdo das nanoparticulas em questdo como a alta biocompatibilidade,
boa biodegradabilidade e toxicidade minima e também a capacidade de as
utilizar com diferentes siRNAs. Mas, apesar desses fatores benéficos, a
presenga de um polimero como o PEG-GLU mostrou-se necessaria para evitar
o crescimento do cristal de CaP mantendo a nanoparticula em escala
nanométrica (Kakizawa et al., 2004; Pittella et al., 2012, 2011; Zhang, Li, &
Huangb, 2014).

A analise da homogeneidade das nanoparticulas também foi confirmada por

meio do indice de polidisperséo (Pdl). Este pardmetro aceita valoresde 0 a 1 e



os resultados obtidos na faixa de 0,089 — 0,105 s&o considerados adequados
(Verma and Stellacci, 2010).
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Figura 12: Histograma de distribuicdo de tamanho de nanoparticulas de CaP por intensidade.

Ha mais de 30 anos as MMPs foram descobertas como alvos promissores a
terapia do com cancer com a identificagdo de suas propriedades em degradar
componentes da MEC. A partir dai, rapidamente inibidores de MMPs sintéticos
foram desenvolvidos, mas nao obtiveram sucesso em ensaios clinicos pela baixa
biodisponibilidade, por causarem efeitos colaterais, entre outras causas
(Hardwick, Rhee and Coussens, 2002). Diante isso, os estudos atuais com
nanocarreadores, como as nanoparticulas de CaP, se tornaram uma esperanca
para novas formas terapéuticas pois possuem como propriedades essenciais a
capacidade de transfeccdo alvo-especifica e biodisponibilidade (Mello et al.,
2017; Pittella et al., 2012).

4.3. Eficiéncia de encapsulagdo de siRNA

Para a analise de encapsulagéo de siRNAs a nanoparticulas CaP utilizando
a absorbancia por espectrofotometria foram testadas cinco concentracbes de
polietileno-glicol-acido glutdmico (PEG-GLU): 300ug/mL, 400ug/mL, 500ug/mL,
700pg/mL e 1000pug/mL como mostra a tabela 2. Com os valores de absorbancia,
construiu-se um grafico de dispersdo com interesse na equagéao da reta gerada
(y = 0,1877x + 0,0101) Utilizando essa equagao conseguimos substituir o valor

de y pelos valores de absorbancia e calcular a porcentagem de incorporacéo.



Concentragbes de PEG-GLU (ug/mL) Absorbancia Incorporacgao
(%)

400 0,32 81,92
500 0,107 65,58
700 0,141 53,51
1000 0,23 21,93

Tabela 2: Eficiéncia de incorporacdo de siRNA a nanoparticula de CaP em diferentes
concentragdes de PEG-GLU.

Diante dos dados expostos, a concentragdo de PEG-GLU utilizada em
todos os ensaios foi de 400ug/mL com encapsulacdo de siRNA de
aproximadamente de 80%. Trata-se de uma concentracdo de PEG-GLU de fato
eficiente como mostrado por Mello Junior et al., 2017 que utilizaram
nanoparticulas de CaP com PEG-GLU a 400ug/mL e obtiveram em torno de 50%
de diminuigéo na expressao do gene BCL-2 e 77% de diminuigdo na expresséo
de BCL-XL.

A quantidade de siRNA encapsulado nas nanoparticulas de CaP foi
monitorada de acordo com diferentes concentracdes de polimero como
mostradas anteriormente. Kakizawa, Furukawa, & Kataoka, 2004 demonstraram
que quanto mais alta é a concentragdo de polimero, menor é a eficiéncia de
encapsulacao. Provavelmente isso ocorre pelo de fato de haver competicao
entre o siRNA e bloco polianiénico carregados negativamente por ions de Ca?*.
Esse fato é relevante ja que a carga da nanoparticula pode influenciar a forma
de interacdo com as células alvo e com outras moléculas do organismo.

(Kakizawa, Furukawa and Kataoka, 2004).



4.4. Avaliacao do silenciamento génico

O silenciamento por RNA de interferéncia do gene de MMP9 apds 24h de
incubacao em células 4T1 foi avaliado por meio da técnica de PCR em tempo

real quantificando-se os niveis de RNA mensageiro.

Analisando a expressédo do gene alvo, representado na figura 14, apds o
tratamento com NP siMMP9, obtivemos aproximadamente 40% de expressao do
gene MMP9. Isso significa que a expressdo de MMP9 diminui 60% em relagéo

ao grupo controle ndo tratado como mostra a figura 14.

O silenciamento ocorrendo de forma adequada indica que a sequéncia de
siRNA construida para esse gene foi eficiente seguindo os critérios propostos.
Além disso, podemos inferir que o nanocarreador atuou de forma eficaz com o
transporte de siRNA até o citoplasma celular onde o mesmo foi liberado apés o
escape endossomal. Foi demonstrado em modelo de cancer de mama in vivo
com células 4T1 que o uso de NP de CaP/PEG-GLU/siRNA foi capaz de silenciar
o gene BCL-2 em aproximadamente 40% (Mello et al., 2018) diminuindo o
volume do tumor. A redugdo da expressao de genes anti-apoptoticos como BCL-
2 por RNAI foi demonstrado pelo mesmo autor em 2017 (Mello et al., 2017) como
alvo promissor na terapia contra o cancer de mama ja que esse gene esta

relacionado a sobrevivéncia celular com a inibicdo da apoptose.
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Figura 13: Andlise da expressao do gene MMP9 em células de cancer de mama 4T1 por PCR.
Incubagdo com NP siMMP9 (200nM) por 24h. Analise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido
de Tukey.



A analise da expressao de MMP9 foi feita por PCR em tempo real e os
primers utilizados estdo descritos na tabela 3.

Gene Sequéncias (forward/reverse)
Eficiéncia (%)

MMP9 CGAGGGACGCTCCTATTCG/ 97
TTGCCGTGCTCCGTGTAG
MMP13 TGCACGTTAACGGACAACTTC/ 98

TCCCCTTTCTTAGTGACTTTGGT

B-actina CCACCATGTACCCAGGCATT 99
ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

Tabela 3: Caracteristicas dos primers utilizados na reagdo de PCR.

4.5. Analise da viabilidade celular

A analise de viabilidade celular envolve a utilizagdo de ferramentas que

qualificam e/ou quantificam células metabolicamente ativas.

A capacidade antitumoral de nanoparticulas analisadas por meio da
citotoxicidade de CaP/PEG/siMMP9 e CaP/PEG/siMMP13 em células tumorais

4T1 foi observada através dos ensaios de MTT e Azul de Tripan.

Foi utilizado o ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) que permite avaliar o metabolismo mitocondrial por meio de
desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente
viaveis. Essas enzimas clivam o anel de tetrazdlio transformando um composto
de coloragdo amarela em coloragdo roxa chamado de formazan (1-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan)). Assim, a produgdo de formazan

reflete o estado funcional da cadeia respiratéria (Mosman, 1983).

Como mostrado nas figuras 15 e 16, o uso das nanoparticulas de CaP com
o siMMP9 e siMMP13 ndo se mostraram citotoxicas nos tempos de 24h e 48h

em nenhuma das concentragdes testadas.
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Figura 14: Viabilidade celular para células de cAncer de mama 4T1 apds incubagéo por 24h com
NP CaP/PEG/siRNA em diferentes concentragdes de siRNA. Em A) siRNA MMP9 e em B) siRNA
MMP13. A analise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.



Viabilidade celular em 48h
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Figura 15: Viabilidade celular para células de cancer de mama 4T1 apds incubagéo por 48h com
NP CaP/PEG/siRNA em diferentes concentragdes de siRNA. Em C) siRNA MMP9 e em D) siRNA
MMP13. A analise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.

Para confirmar se as nanoparticulas CaP/PEG/siRNA ofereciam algum tipo
de citotoxicidade as células 4T1 alterando a viabilidade celular, o numero de
células viaveis foi avaliado por meio do corante vital azul de tripan. O mecanismo
da coloragéo baseia-se no fato de o corante estar carregado negativamente e
nao interagir com as células, a menos que a membrana esteja danificada. De
fato, as células ndo danificadas sdo muito seletivas em relagdo aos compostos
que passam através de suas membranas e, portanto, nado devem interagir com
o azul de tripan. Portanto, todas as células que excluem o corante sao

consideradas viaveis.

Analisou-se o numero de células 4T1 viaveis apds incubagdo com
nanoparticulas de CaP com siMMP9 e NP siMMP13 em diferentes
concentragdes por 24 e 48h. Ndo foram observadas diferengas significativas na

viabilidade celular analisada.
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Figura 16: Viabilidade celular para células de cancer de mama 4T1 apds incubagdo por 24h com
NP CaP/PEG/siRNA em diferentes concentragdes de siRNA. Em A) siRNA MMP9 e em B) siRNA
MMP13. A analise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.
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Figura 17: Viabilidade celular para células de cAncer de mama 4T1 apds incubagéo por 48h com
NP CaP/PEG/siRNA em diferentes concentragdes de siRNA. Em C) siRNA MMP9 e em D) siRNA
MMP13. A analise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.

Nos ensaios apresentados de MTT e Azul de Tripan em células tumorais
transfectads por NP CaP, em nenhum dos tempos e concentragdes analisadas
houve diferenga significativa na viabilidade celular. Ademais, como n&o houve
citotoxicidade nos grupos mock (nanoparticula vazia) e Naked (siRNA livre), o
sistema de nanoparticula de CaP/PEG/siRNA proposto se mostra adequado

para as investigacdes seguintes.

Ao analisarmos os efeitos de citotoxicidade do silenciamento de MMPs 9
e 13 em células 4T1, concluimos que essas proteases n&o sao proteinas vitais,
ou seja, quando silenciadas, ndo interferem na sobrevivéncia das células
usadas. Além disso, outro ponto que merece destaque s&o os sistemas
nanoestruturados utilizados que também n&o apresentaram citotoxicidade (Cho,
Xie, Hegedu, & Eliceiri, 2008; Tang, Yamamoto, Lin, Fong, & Tan, 2010;
Moirangthem, Bondhopadhyay, & Mukherjee, 2016; Nalla, Gorantla, Gondi,
Lakka, & Rao, 2010; Overall & L6pez-Otin, 2002.

Conforme os resultados de viabilidade celular mostrando que n&do houve
diferencga significativa entre as concentracdes de siRNAs testadas, os ensaios

mostrados a seguir, a concentracao de siRNA utilizada foi de 200nM.

4.6. Analise de proliferacao celular por clonogenicidade



O ensaio clonogénico permite avaliar a capacidade de sobrevivéncia celular em
condicbes adversas, representada pela perda do contato célula-célula. A
capacidade de sobrevivéncia € medida pela quantidade de clones presentes na
placa de cultura ao final do experimento. Assim, a capacidade de formacéo de
colénias das ceélulas tumorais 4T1 apds incubagdo com nanoparticulas de
CaP/PEG/siMMP9 e CaP/PEG/siMMP13 foram analisadas por meio dos
numeros de clones celulares formados e da absorbancia por espectrofotometria.
N&o houve diferenca significativa no numero de colénias formados bem como na
analise de absorbancia, corroborando com nossos resultados de viabilidade
celular. Estes resultados em conjunto sao contrarios aos observados na
literatura. Estudos mostraram que a reducao da expressao de MMP9 e MMP13
em células de cancer de mama, levaram a diminuicdo da viabilidade e
proliferagéo celular (Ding et al., 2016; Wang et al., 2015; Jiang et al., 2011; Kwok
et al., 2009). Porém nenhum destes trabalhos foram aplicados em células 4T1,
sendo que a maioria deles s&o realizados em linhagens tumorais humanas.
Através de estudos da literatura, Tyagi, et al., 2017 desenvolveram um banco de
dados contendo informagdes sobre 195 siRNAs/shRNAs que tem como alvo 865
genes relacionados ao cancer de mama em diferentes linhagens celulares. Estes
autores encontraram apenas 1% destes trabalhos realizados com células da
linhagem 4T1(Tyagi et al, 2017).
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Figura 18: Analise da formagdo de clones celulares de células 4T1 incubadas com NP siMMP9,
NP siMMP13, NP siRNA Scramble, Naked MMP9 e MMMP13 (siRNA livre), Mock (nanoparticula



vazia) e somente DMEM por sete dias. A) Numero de colbnias utilizando o software Image

ProPlus. B) Absorbancia por espectrofotometria em Spectramax 190. A analise estatistica foi
ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.

4.7.

Avaliacao da capacidade de migracao celular

Sabendo que o silenciamento das MMP9 e MMP13 através de
nanoparticulas CaP ndo afetou a viabilidade e proliferacado das células
tumorais, nosso proximo passo foi avaliar se este silenciamento altera a
migracéo dessas células uma vez que muitos estudos mostram a importancia
de proteases na migragdo de diversas linhagens tumorais. Além disso, as
MMP9 e MMP13 sao descritas como super-expressas em cancer de mama
metastatico revelando que a avaliagdo da capacidade migratéria de células
tumorais 4T1 submetidas ao silenciamento das MMPs citadas € de grande

relevancia.

A avaliacédo do potencial de migragao coletiva das células de cancer de
mama 4T1 com silenciamento de MMP9 ou MMP13 foi feita pelo ensaio de
cicatrizagdo (wound healing) apés encubagdo com NP siMMP9, NP
siMMP13, NP siScramble e somente DMEM e analisados por microscopia
otica. Encontramos diferengas expressivas e significativas quanto a
capacidade de migracdo de células com MMPs 9 e 13 silenciadas em

comparag&o com os controles.
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Figura 19: Avaliagao do potencial migratério de células de cancer de mama 4T1 encubadas com
NP siMMP9, NP siMMP13, NP siScramble e DMEM. Os campos foram fotografados a cada 12h
em aumento de 10x.

Oh

12h

24h

36h

48h



A area de fechamento foi quantificada por se relacionar diretamente com
a quantidade de células que migraram para a regiao em que foi feito o risco.
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Figura 20: Capacidade de migragdo em células tumorais encubadas com NP siMMP9, NP
siMMP13 e NP siScramble.

O gréfico representa a quantificagéo do efeito do silenciamento de MMP9
e MMP13 na % de migragao por meio de analise da area a cada 12h. As analises
foram realizadas com o auxilio do programa Image ProPlus e GraphPad Prism.
A andlise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.

Para confirmar o fato de que MMP 9 e MMP13 estdo associadas a
processos de migracéo tumoral, o efeito da capacidade de migracao individual
de células de cancer de mama 4T1 expostas a NP siMMP9, NP siMMP13 e NP
siScramble foi avaliado pelo ensaio de Transwell como mostrado na figura 20.
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Figura 21: Avaliagdo da migracao indivial de células 4T1 encubadas com NP siMMP9, NP
siMMP13 e NP siScramble por 24h. Aumento de 4x.

As células foram quantificadas utilizando o programa Image Proplus e a
analise estatistica foi feita através doGraphPad Prism.
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Figura 22: Capacidade de migragdo em células tumorais encubadas com NP siMMP9, NP
siMMP13 e NP siScramble. Grafico representa o nimero de células que migraram pelo Matrigel
em cada transwell. As analises foram realizadas com o auxilio do programa Image ProPlus e
GraphPad Prism. A andlise estatistica foi ANOVA com p<0,05 seguido de Bonferroni.



Os resultados obtidos dos ensaios de migragao celular corroboram com
os dados de Moirangthem, Bondhopadhyay, & Mukherjee, 2016 que mostraram
em células MDA-MB-231 a diminuicdo na capacidade migratéria e invasiva
dessas células com silenciamento de MMP9 e de Cho, Xie, Hegedu, & Eliceiri,
2008 que ao silenciar MMP13 em modelo in vitro de cancer de mama humano
por meio da linhagem MDA-MB-231, obteve diminuicdo na migragéo dessas

células tumorais.

A maior parte dos estudos que envolvem a diminuigdo da expressao de
MMPs por siRNA em canceres estao relacionados a migragao e invaséo de
células tumorais. Pesquisas com MMP3 e silenciamento por siRNA mostraram
que em células de cancer de mama humano MDA-MB-231 houve indicios do
papel de MMP3 no carater invasivo do cancer (Cho et al., 2008); em
condrossarcoma humano a migracéo celular foi inibida pelo silenciamento de
MMP3 (Tang et al., 2010) e em cancer gastrico, o silenciamento de MMP3
diminuiu a invasao por células tumorais (Gencer, Cebeci and Irmak-yazicioglu,
2011). O silenciamento de MMP2 em células de carcinoma de laringe
apresentou resultados satisfatérios na inibicdo da invasao e crescimento de
células tumorais (Sun et al., 2008) e em modelo de retinoblastoma, o
silenciamento de MMP2 e MMP9 diminuiu a migragao celular e angiogénese
(Webb et al., 2017). O silenciamento de MMP13 em modelo de cancer oral
reduziu a invaséo, migrac¢ao e a capacidade de adesao de células tumorais (Law
et al., 2016) e em células de cancer de mama humano MDA-MB-231, siMMP13

também foi capaz de diminuir a invasao de células tumorais (Cho et al., 2008).



5. CONCLUSAO

Com este estudo, podemos concluir que as nanoparticulas de fosfato de
calcio tem se mostrado potentes carreadores para tumores de mama in vitro
permitindo a entrega de siRNA a célula tumoral com o consequente efeito de
RNA..

Diante disso, as metaloproteinases de matriz 9 e 13 se mostraram alvos
promissores para a terapia de RNAi devido aos efeitos expressivos de

reducao na migragao de células tumorais.

Assim, estudos que possibilitem avaliar o efeito do silenciamento de
metaloproteinases de matriz 9 e 13 in vivo com diminuicdo de metastases

devido a redugéo migratéria das células tumorais se fazem necessarios.
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