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RESUMO

Excluindo o cancro da pele, o cancro da mama é o tipo de cancro mais
frequentemente diagnosticado entre as mulheres, sendo a principal causa de morte por
cancro neste género. Apesar dos recentes avancos nas estratégias terapéuticas
convencionais para o cancro, a resisténcia a fairmacos e os efeitos toxicos secundarios,
frequentemente observados, tém limitado a sua aplicagdo clinica. Desta forma, urge o

desenvolvimento de novas e eficientes estratégias anti-tumorais.

(oo

Neste sentido, a terapia génica constitui uma estratégia promissora, devido
descoberta de novos alvos moleculares associados a esta doenga, o que promove a
oportunidade de criar novas técnicas terapéuticas, incluindo as que envolvem a p53 e
microRNAs. Por outro lado, a investigagdo em terapia génica tem também estado
focada no desenvolvimento de sistemas de transporte e entrega de material genético
eficientes, sendo os complexos de lipossomas catidnicos/DNA (“lipoplexos’) os mais
promissores.

Neste contexto, o principal objectivo deste trabalho foi criar uma nova estratégia
para o tratamento de cancro da mama, consistindo na combinagdo de terapia génica e
quimioterapia, com o intuito de proporcionar uma actividade antitumoral efectiva, com
menos efeitos adversos. Assim, investigou-se a ac¢do combinada de vimblastina ou
docetaxel com estratégias de terapia génica envolvendo a expressdo de p53 e/ou miR-1,
mediada por lipoplexos, em células de adenocarcinoma mamdrio (linhas celulares
MDA-MB-231 e MCF-7).

Os resultados obtidos mostraram que a presenca de vimblastina ou docetaxel
durante a transfeccdo de células tumorais, com lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA

(+/-) (4/1), resulta num aumento substancial da expressdo dos transgenes luciferase e



GFP. A presenca destes farmacos também promove um aumento significativo da
percentagem de células transfectadas. Observou-se também que a nova estratégia
terapéutica, que combina quimioterapia com terapia génica envolvendo elevados niveis
de expressdo de p53 e miR-1, resultou num efeito anti-tumoral significativo in vitro.

Por outro lado, iniciou-se o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na ac¢ao
terapéutica das estratégias desenvolvidas. A correlagdo entre o efeito terapéutico e os
niveis de alguns alvos do miR-1 e da p53, bem como stress oxidativo e vias de morte
celular serdo posteriormente investigadas, com o objectivo de contribuir para a
clarificagdo dos mecanismos potencialmente envolvidos no efeito anti-tumoral induzido
pela estratégia desenvolvida.

Estas estratégias combinadas de terapia génica e quimioterapia poderdo assumir
uma grande importdncia em aplicacdes clinicas futuras, permitindo melhorias
substanciais no progndstico de cancro da mama e constituir uma nova plataforma para o

desenvolvimento de estratégias inovadoras contra o cancro.



ABSTRACT

Excluding skin cancer, breast cancer is the most common type of cancer
diagnosed among women, being the main cause of death in this gender. Despite recent
advances in conventional therapeutic approaches for cancer, the frequently observed
acquired drug resistance and toxic side effects have limited their clinical application.
Therefore, the development of new and efficient antitumoral strategies is urgently
required.

In this regard, gene therapy constitutes a promising strategy, due to the
discovery of new molecular targets associated to this disease, which provided the
opportunity to generate novel therapeutic approaches, including those involving p53 and
MicroRNAs. On the other hand, research in gene therapy has also been focused on the
development of efficient gene transport and delivery systems, cationic liposome/DNA
complexes (“lipoplexes”) being one of the most promising.

In this context, the main goal of this work was to generate a novel strategy for
treatment of breast cancer, consisting of a combination of gene therapy and
chemotherapy in order to achieve an effective antitumoral activity, without causing
significant side effects. For this purpose, we investigated the combined action of
vinblastine or docetaxel with gene therapy strategy mediated by albumin (HSA)-
associated lipoplexes, in breast adenocarcinoma cells (MDA-MB-231 and MCF-7 cell
lines).

The obtained results showed that the presence of docetaxel or vinblastine during
transfection of tumor cells, with HSA-EPOPC:Chol/DNA (+/-) (4/1) lipoplexes, results
in a substantially increase in the luciferase and GFP transgenes expression. The

presence of these drugs also promotes a substancial increased in the percentage of



transfected cells. We also observed that our new therapeutic strategy, which combined
chemotherapy and gene therapy involving high levels of p53 and miR-1 gene
expression, resulted in a significant antitumoral effect in vitro.

On the other hand, we strat studies to clarify the mecanhisms involved in the
antitumoral activity of our therapeutic strategies. The correlation between the
therapeutic effect and the levels of some molecular targets of miR-1 and p53 protein, as
well as oxidative stress and cell death pathways will be further investigated, intending
to elucidate the mechanisms potentially involved in the induced antitumoral effect.

Such combined strategies of gene therapy and chemotherapy could be of great
importance for future clinical applications, allowing a significant improvement in
prognosis of breast cancer and constituting a new platform to the development of novel

therapeutic approaches to cancer.
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INTRODUCAO

1.1  Cancro

A divisdo e diferenciag¢do sdo caracteristicas de células de tecidos e o6rgdos que
requerem renovacado, tais como a camada basal da pele, a camada epitelial do intestino
ou a medula dssea. Estes processos sdo altamente regulados por diferentes mecanismos
moleculares complexos que estdo intrincadamente interligados. Estes mecanismos
contrabalangam dois processos interdependentes, a proliferacio e a morte celular.
Quando surgem factores que afectam este equilibrio, uma tnica célula, ndo sendo a
anomalia corrigida, adquire a capacidade de alterar o comportamento de uma populagdo
alargada de células num tecido ou 6rgdo [1]. O processo de carcinogénese decorre ao
longo de varias geragdes com progressiva acumulagdo de alteragdes genéticas e
epigenéticas no comportamento de, ndo sé células malignas, como também células
vizinhas que interagem com o tumor, como células imunitérias, vasculares e do estroma.
Isto resulta num desvio dos perfis de expressdo genética das células progenitoras
normais, gerando uma populacdo heterogénea alargada, capaz de ser, entdo,

clinicamente detectada como uma neoplasia [1-4].

1.1.1 Biologia do cancro

Existem vérias abordagens para o tratamento do cancro, podendo as células
cancerigenas ser removidas cirurgicamente ou destruidas por radiagdo ou agentes
quimicos. Ainda assim, a presen¢a de células cancerigenas remanescentes tem uma
probabilidade consideravel de acontecer, podendo induzir o ressurgimento da doenga e
o desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos usados. A carcinogénese tem sempre

um cardcter evolutivo e adaptativo, gerado pela complexa expressdo genética,
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dependente de multiplos factores. Esta expressdo genética fornece o material necessario
para que uma populacdo, no geral, possa ser alvo de uma seleccdo natural, onde as
caracteristicas metabolicas mais favoraveis conduzem ao desenvolvimento de um ritmo
evolutivo mais acelerado para o tumor [1, 5]. Esta complexidade do sistema de
regulacdo que controla os processos envolvidos na carcinogénese prende-se com a ja
detectada existéncia de genome landscapes, responsaveis pela alta diversidade
populacional, quer entre tumores, quer intratumoralmente [5]. Segundo Vogelstein,
Papadopoulos [6], ja foram reconhecidos aproximadamente 140 genes que, quando t€ém
a sua regulagdo alterada ou sofrem mutagdes intragénicas, podem promover a
carcinogénese ou conduzir a sua evolugdo. Genome landscapes consistem de pequenos
grupos de genes que estdo normalmente alterados numa grande percentagem de
tumores, e de grandes grupos de genes que ndo estdo ubiquamente alterados, sendo
caracteristicos de cada populacdo ou subpopulagdo tumoral [6]. Estes genes estio
envolvidos em vdrias vias de sinalizagdo que regulam o destino celular, sobrevivéncia e
manuten¢do do genoma, fornecendo as células uma larga landscape genética que lhes
permite tomar maior partido adaptativo [6]. Em células que desenvolvem caracteristicas
carcinogénicas, as alteragdes genéticas afectam principalmente dois tipos de genes: os
oncogenes € 0s genes supressores de tumores [1, 7].

Deste modo, compreender as causas e consequéncias do processo carcinogénico
¢ uma tarefa que estd longe de ser plenamente conseguida, mas que ¢ fulcral para o

desenvolvimento de novas estratégias de preveng¢do, deteccdo e tratamento.

1.1.1.1 Danos e mutacdes do DNA conduzem a carcinogénese e o destino do cancro
De acordo com o que foi abordado na sec¢do anterior, o cancro surge
maioritariamente de mutagdes espontdneas como consequéncia de danos externos no

DNA, mais do que mutagdes espontaneas, resultando na alteragdo de fungdes de genes
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cruciais. No contexto carcinogénico podem considerar-se, numa versdo ampla da sua
defini¢do, variagdes do genoma produzidas por: mutagdes pontuais que provocam
substituicdes de aminoacidos; mutacdes frame-shift ou mutagdes nonsense que
introduzem coddes stop prematuros que bloqueiam a transcri¢do de um produto proteico
ou alteram a sua sequéncia; instabilidade cromossémica que resulta na amplificacéo,
sobre-expressdo ou expressdo inapropriada de gene particular; perda de um gene ou sua
fusdo com outro gene como resultado da ruptura ou rearranjo cromossoémico; € ainda
modificagdes epigenéticas do DNA que podem, por exemplo, conduzir ao silenciamento
de genes [1]. Todavia, estas modificagdes/danos no DNA s6 assumem um caracter
mutagénico na decorréncia da proliferagdo celular que permite a actuagdo da seleccdo
natural sobre essas modifica¢des genéticas. Assim, a proliferagdo desempenha um papel
fulcral na conversdo dessas alteragdes em mutagdes herddveis pelos clones dessas
células em expansdo [8]. A selec¢@o natural das células cancerigenas tem uma tendéncia
para o favorecimento de mutagdes de genes que activam oncogenes, ou mutagdes que
inactivem a fun¢@o de genes classificados como supressores de tumor. Deste modo, os
oncogenes estdo mais activos nas células tumorais, interferindo em vias de sinalizag¢do
que estimulam a proliferacdo e inibem a apoptose, € 0os genes supressores de tumores
estdo inactivos, provocando a perda de fungdes normais da célula, tais como o controle

sobre o ciclo celular ou sobre a morte celular [1, 7].

1.1.1.2 Vias gerais de desenvolvimento do cancro

Proliferacio independente de factores de crescimento externos
No cancro, as vias de sinalizagdo que medeiam as funcdes normais dos factores
de crescimento estdo comummente subvertidas. As células cancerigenas desenvolvem

mecanismos que permitem a constante activagdo das vias de sinalizacdo que conduzem
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a proliferacdo celular. Em muitos casos, os oncogenes parecem actuar em focos criticos
da sinalizagdo mitogénica, substituindo as ac¢des de um conjunto de factores de
crescimento que participam na regulacdo da progressdo do ciclo celular [1, 9].

Esses mecanismos podem resultar da inapropriada sintese de factores de
crescimento que podem estimular autocrinamente as células que os produzem [10];
inapropriada sintese de receptores de factores de crescimento [1, 11]; activacdo
downstream de vias de transducdo de sinal; e ainda activacdo inapropriada de factores

de transcri¢do nuclear (Figura 1) [1].

Desenvolvimento de um estado refractario aos sinais inibitorios de crescimento —
acciio de genes supressores de tumor e proto-oncogenes

O crescimento de células normais é controlado por inibidores de crescimento
presentes no meio envolvente, na matriz extracelular e nas superficies das células
vizinhas, que regulam o progresso do ciclo celular, interrompendo a mitose. Porém, as
células cancerigenas sdo geralmente resistentes a esses sinais de inibi¢do de crescimento
[1]. Os genes supressores de tumor (exemplo: fumor protein 53 (p53) e Adenomatous
polyposis  coli  protein (APC)), bem como o0s proto-oncogenes (exemplo: ras)
desempenham um papel critico neste tipo de controlo. Estes genes codificam diversos
tipos de proteinas que ajudam a controlar o crescimento e proliferacdo celular (como as
proteinas Rb e pl6), que, quando mutados, conduzem ao desenvolvimento de cancro,

que pode passar pela inibicdo da resposta aos factores de inibi¢do de crescimento.

Desenvolvimento de resisténcia a morte celular programada — apoptose
Embora outras formas de morte celular programada tenham vindo a ser descritas
[12-14], a apoptose € um modo de morte celular programada amplamente reconhecido e

aceite como um importante mecanismo que envolve a eliminag@o de células defeituosas.
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Figura 1 — Proteinas que participam no controlo do crescimento celular.

O cancro pode resultar da expressdo de formas mutantes de proteinas como:
factores de crescimento (I), receptores de factores de crescimentos (1), proteinas
transdutoras de sinal (III), factores de transcri¢do (IV), proteinas pro ou anti-
apoptdticas (V), proteinas de controlo do ciclo celular (VI), e proteinas
reparadoras de DNA (VII). Mutagdes que alteram a estrutura ou expressdo de
proteinas referenciadas de I-IV geralmente originam oncogenes dominantemente
activos. As proteinas do grupo VI actuam maioritariamente como supressoras de
tumor; mutagdes nos genes que codificam essas proteinas actuam
recessivamente para anular o controlo celular, aumentando a probabilidade de
células mutantes se tornarem cancerigenas. Mutagdes em proteinas como as
englobadas no grupo VII aumentam a probabilidade de ocorrerem mutagdes nas
proteinas dos grupos I-VI. Virus codificando para proteinas que activam
receptors de factores de crescimento (la) também podem induzir cancro.

(Adaptado de: Lodish 2000 [15]).
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A apoptose ocorre normalmente durante o desenvolvimento e envelhecimento e
apresenta-se como um mecanismo homeostatico para manter as populagdes celulares
nos tecidos. Este mecanismo pode também ocorrer como mecanismo de defesa, contra
varios estimulos e condi¢des que resultam, por exemplo, no dano do DNA, conduzindo
ao desencadeamento da apoptose, onde as proteinas B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e p53
desempenham um papel muito importante [1, 16, 17].

A apoptose pode ser activada por duas vias principais: intrinseca e extrinseca
[18]. A apoptose por via extrinseca, também reconhecida como via dos receptores de
morte, ¢ mediada por receptores localizados na superficie celular [18, 19]. A via
intrinseca ¢ regulada pela mitocondria. Este organelo controla a libertagdo de diferentes
proteinas pro e anti-apoptoticas. Uma das proteinas mais importantes ¢ o citocromo-c,
que liga a uma proteina adaptadora citosdlica, chamada Apoptotic Protease Activating
Factor 1 (APAF1), que conduz a activacdo da caspase 9 e consequente activagdo das
caspases efectoras [18]. Independentemente do estimulo inicial, todos os caminhos de
apoptose parecem convergir na mitocondria, causando a perda da integridade da
membrana e, entdo, a libertagdo do citocromo-c, que ¢ um potente mediador da
apoptose. O citocromo-c conduz a activagdo das pro-caspases iniciadoras que, por sua
vez, activam a cascata de caspases, cuja fun¢do ¢ degradar rapidamente organelos
celulares e cromatina de modo a induzir a destruicdo das células [1, 18, 20, 21]. A
proteina p53 também activa a transcri¢do de genes que codificam proteinas envolvidas
na regulacdo dos niveis de espécies reactivas de oxigénio (ROS) na célula, conduzindo,
eventualmente, ao desencadeamento da apoptose. Tem sido sugerido que esta fungdo
resulta na acumulagdo de ROS, que danificam a mitocondria. Este dano pode conduzir a
libertagdo de citocromo-c, € a mitocondria passa também a contribuir para a producio

de ROS [22-26].
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Para manter o balango entre a apoptose e a fung¢@o celular normal, existem
também proteinas anti-apoptdticas na mitocondria que protegem a célula deste processo.
A familia de proteinas Bcl-2, esta envolvida no controlo da apoptose, uma vez que
controla a libertagdo do citocromo-c, bem como outras proteinas que regulam a
actividade das pro-caspases. Esta familia inclui proteinas anti-apoptdticas (Bcl-2, Bcel-
xL e Mcl-1 — inibem a libertagdo de citocromo-c) e proteinas pro-apoptoticas (Bax e
Bak — induzem activamente a libertacdo de citocromo-c) [21, 27].

De certa forma, pode dizer-se que subjacentes a formacgdo e progressdo do
cancro estdo dois aspectos: mutacdes que dido origem a uma proliferacdo excessiva e,
por outro lado, uma ac¢do compensatdria das vias de sinalizagcdo de sobrevivéncia que
asseguram a sobrevivéncia dessas células hiper-proliferativas [28]. A titulo de exemplo,
o gene que codifica para p53, que pode desencadear apoptose em resposta ao stress, esta
frequentemente mutado ou inibido em células cancerigenas, gerando células com uma
distinta vantagem para a sobrevivéncia sobre as células normais. Porém, existem outros
mecanismos independentes da proteina p53 que também sdo utilizados por muitos
cancros como factores de sobrevivéncia [1].

Desta forma, possiveis tratamentos para o cancro poderdo passar pelo design de
estratégias que despromovam mecanismos promotores de sobrevivéncia de forma a que
células cancerigenas com lesdes que aceleram a proliferacdo sejam conduzidas a
desencadearem apoptose, ou de mecanismos que reintroduzam a capacidade de
moléculas pro-apoptoticas desempenharem efectivamente as suas fungdes nos

mecanismos de morte celular.

Desenvolvimento de capacidade proliferativa infinita
Leonard Hayflick demonstrou que células humanas normais cultivadas tém uma

capacidade limitada para se dividirem, apds o qual se tornam senescentes. Ao longo dos
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anos e a medida que o conhecimento sobre o tema foi evoluindo, algumas consideragdes
foram ajustadas mas até hoje este fendmeno ¢ conhecido com “limite de Hayflick” [29,
30]. A senescéncia pode ser evitada por algum tempo se os genes supressores de tumor
p53 e Rb forem inactivados. No entanto, apos geragdes sucessivas, as células comegcam
a apresentar anormalidades cromossomicas, acabando por morrer. Ao contrario disto,
células tumorais no mesmo ambiente in vitro sdo capazes de, na sua maioria, apresentar
tendéncia para uma capacidade proliferativa infinita [31]. O controlo da senescéncia
pode também estar dependente dos teldmeros. Estas estruturas protegem a extremidade
dos cromossomas, activando respostas para protec¢do do DNA. Quando esta fungdo ¢
perdida, através do encurtamento dos telomeros ao longo das divisdes celulares em
cultura ou auto-renovacéo de tecidos, e ¢ induzida uma resposta contra o dano no DNA,
a proteina supressora de tumor p53 ¢ activada. Esta proteina desempenha um papel
importante na senescéncia e apoptose em resposta a desfuncionalidade dos telémeros.
Com a perda da funcdo da p53, como acontece em muitos tipos de cancro, ¢ criado um
ambiente permissivo no qual os telomeros sdo criticamente encurtados e ha um escape a
apoptose, resultando na iniciagdo carcinogénica [32-34]. Paradoxalmente, se os
telomeros ndo forem mantidos, essas células cancerigenas podem acabar for sofrer
senescéncia, antes de constituirem um problema clinico. Para superar esta questdo, tem
sido mostrado que a telomerase, em células cancerigenas pode ser reactivada, de forma
a manter o tamanho dos telémeros [1]. Além disso, a amplitude de reactivacdo da
telomerase, no sentidlo de manter o comprimento dos telomeros, parece estar

positivamente relacionada com a agressividade da doenca [35, 36].

Desenvolvimento de potencial angiogénico
A angiogénese ocorre através da formacdo e invasdo de células endoteliais a

partir de vasos sanguineos existentes, em resposta a varios sinais extracelulares. O
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crescimento de uma nova rede vascular ¢ importante uma vez que a proliferagdo e a
disseminagdo metastatica dependem do fornecimento adequado de oxigénio e
nutrientes, bem como da remoc¢ao de produtos residuais [37]. A angiogénese ¢ regulada
por moléculas activadoras (como factor de crescimento endotelial, VEGF) e inibidoras
(como a trombospondina). Porém, a sobre-regulacdo da actividade de factores
angiogénicos por parte das células cancerigenas nio ¢ suficiente para a angiogénese em
torno do tumor, pelo que as células cancerigenas tém encontrado meios para aumentar a
expressdo de factores pro-angiogénicos, bem como para suprimir reguladores negativos
ou inibidores de crescimento [38, 39]. Além disso, os niveis de expressdo de factores
angiogénicos estdo relacionados com a agressividade da doenga [37]. Uma vez mais, a
proteina p53 desempenha um papel no processo carcinogénico, no que respeita a
angiogénese. Por exemplo, a expressdo da trombospondina é positivamente regulada

pela p53. Desta forma, a perda de funcdo da p53 favorece a angiogénese [1].

1.1.2 Incidéncia e taxa de mortalidade mundiais associadas ao cancro

O cancro ¢ uma doenga com largo espectro de incidéncia a nivel mundial. De
acordo com a GLOBOCAN 2008 [40], as estatisticas produzidas pela Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancro (IARC) para 2008 sumarizam a estimativa de
12,7 milhdes de novos casos de cancro e 7,6 milhdes de mortes por cancro, s6 nesse
ano. Num coopto mais restrito, o cancro ¢ considerada a principal causa de morte em
paises economicamente desenvolvidos e ocupando o segundo lugar nos paises em
desenvolvimento, segundo as estatisticas mundiais realizadas até 2004. Dos valores
referidos acima, 56% do nimero de casos e 63% de mortes ocorreram em paises
desenvolvidos, denotando a maior susceptibilidade dessas regides para a ocorréncia de

cancro, como demonstra a Figura 1 [41].
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Considerando todos os grupos etarios, 11,8% das pessoas do sexo feminino e
13,4% das pessoas do sexo masculino morrem anualmente devido a esta doenga [42].
Além disso, segundo as estimativas produzidas, estd previsto um aumento de 7,6

milhdes (2008) para 13 milhdes de mortes por cancro para 2030 [40].
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Figura 1 — Taxas padronizadas por idade, de incidéncia de cancro e mortalidade
associada, estimadas para o Mundo (2008), por cada 100.000 pessoas (Fonte:
GLOBOCAN 2008(TARC)).

A prevaléncia de determinados tipos de cancro em paises desenvolvidos estara
associada aos razodveis niveis de elevada sobrevivéncia (cancros da mama, prdstata e
colorectais), enquanto os cancros com pior progndstico (cancros do pulmao, estobmago e
figado) s@o mais comuns em regides menos desenvolvidas [43]. Porém, o cancro da
mama ocupa um lugar de destaque na incidéncia para ambas as regides, mesmo quando
consideradas conjuntamente e para os dois sexos (Figura 2).

O cancro da mama em mulheres ¢ o cancro do pulmdo em homens sido os
cancros mais frequentemente diagnosticados e a principal causa de morte por cancro
para cada sexo, em ambos os paises economicamente desenvolvidos e em
desenvolvimento (Figura 3) [41]. Pensa-se que o aumento da esperanca média de vida e
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Figura 2 — Taxas de incidéncia e mortalidade para ambos os sexos

conjuntamente, padronizadas por idade, estimadas por cancros principais

(excluindo o cancro da pele) e por desenvolvimento econdomico: A) paises em

vias de desenvolvimento, B) paises economicamente desenvolvidos e C)

Mundo; por cada 100.000 pessoas (2008) (Fonte: GLOBOCAN 2008 (IARC)).
a adopgdo de comportamentos associados ao cancro, como o tabagismo, a inactividade
fisica e dietas desadequadas, também estdo intrinsecamente relacionados com o
desenvolvimento de cancro e com o continuo aumento de casos em todo o mundo. Estes
indicios podem ainda estar na origem das variagdes encontradas entre diferentes regides.
Por exemplo, as taxas de incidéncia dos cancros da prostata, colorectal, mama e pulmio

sd0 2 a 5 vezes superiores em paises desenvolvidos comparando com paises em

desenvolvimento [41].
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Figura 3 — Taxas de incidéncia e mortalidade, padronizadas por idade,
estimadas por cancros principais (excluindo o cancro da pele) e para cada sexo:
A) homens e B) mulheres, em todo o Mundo; por cada 100.000 pessoas (2008)
(Fonte: BLOBOCAN 2008 (IARC)).

1.2 Cancro da mama

O adenocarcinoma mamario ¢ uma doenga complexa, que inclui pardmetros
morfologicos e moleculares muito distintos [44]. Desenvolve-se no tecido glandular
mamario, sendo que mais de 80% das neoplasias da mama tém origem no epitélio
ductal, enquanto uma minoria decorre do epitélio lobular [45]. Histopatologicamente,
além dos tumores epiteliais, os tumores mamarios podem classificar-se em tumores
fibroepiteliais, tumores dos mamilos, linfomas malignos, ou em tumores decorrentes de
lesdes mioepiteliais ou mesenquimais. Além disso, estas classificagdes podem ainda ser
sub-tipadas em in situ, invasivo ou metastatico [46].

Tal como ja foi referido, o cancro da mama pode ter origem nos ductos ou nos
l6bulos mamarios e pode ser invasivo ou ndo invasivo. Invasivo significa que as células
cancerigenas invadiram os tecidos circundantes e estdo aptas a disseminar pelo
organismo, formando metastases. As células de um cancro ndo invasivo, ou in situ,

estdo confinadas a uma area bem delimitada e podem ser de dois tipos: carcinoma ductal

26



in situ (DCIS) e carcinoma lobular in situ (LCIS). O DCIS (Figura 4) ¢ um cancro
heterogéneo, que se caracteriza pela proliferacdo de células epiteliais malignas,
circunscritas pela membrana basal das estruturas ductais mamadrias, representando mais

de 20% dos casos de cancro da mama (83% de casos in situ diagnosticados durante

2004-2008) [47-49].
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Figura 4 — Mama normal com carcinoma ductal nio invasivo (DCIS) de uma
sec¢do transversal ampliada do ducto (esquerda). Mama normal com carcinoma
lobular nio invasivo (LCIS) de uma secglo transversal ampliada do 16bulo
(direita). Perfil da mama: A) ductos, B) lobulos, C) secgdo dilatada do ducto
para contengdo do leite, D) mamilo, E) adipdcitos, F) musculo peitoral, G)
parede toraxica. Ampliagdo: A) células normais do ducto/lobulo
(esquerda/direita, respectivamente), B) células cancerigenas do ducto/l6bulo
(esquerda/direita, respectivamente), C) membrana basal, D) lamen. (Adaptado
de: Breast Cancer Organization [50]).

Com base na heterogeneidade das lesdes histopatologicas compreendidas neste
tipo de cancro, o DCIS pode se classificado em subtipos, segundo o padrio
arquitectonico: micropapilar, papilar, solido, cribiforme e comedo. O ultimo subtipo

referido parece ser o mais agressivo, com maior probabilidade de evoluir para

27



carcinoma ductal invasivo (IDC) [51]. O LCIS (Figura 4) ¢ uma lesdo neoplasica
caracterizada pela proliferagdo de células malignas homogéneas, confinadas na zona
terminal dos lobulos [52]. Este tipo de lesdo, normalmente, ndo tem manifestacdo
clinica especifica, sendo maioritariamente detectado acidentalmente, pelo que nio ¢
possivel conhecer a verdadeira taxa de incidéncia desta tipologia [53], apesar de se vir a
verificar um aparente aumento dessa ao longo dos anos, devido ao recurso a
mamografias [54]. Este tipo de carcinoma é considerado um indicador e, em alguns
casos, um factor de risco/percursor de cancro da mama invasivo bilateral, quer do tipo
ductal (IDC), quer lobular (ILC) [54, 55]. A principal questdo subjacente a detecgdo e
tratamento de cancros in situ ¢, entdo, se estes sdo percursores directos de cancros da
mama invasivos (Figura 5), uma vez que varios estudos mostram que mulheres com
diagnostico de DCIS, ou do menos comum LCIS, tém maior risco de desenvolver
estados invasivos ou reincidéncia. Embora ndo existam estudos sobre a evolugdo natural
dos carcinomas in situ, ¢ consensual que DCIS e LCIS possam representar um passo
intermédio entre o tecido mamario normal € o cancro invasivo [49, 56-59].

Porém, as caracteristicas histopatoldgicas ndo sdo suficientes para caracterizar
um tumor, ndo podendo com isso reconhecer-se o progndstico mais acertado ou
seleccionar-se a terapia mais adequada. Desta forma, os tumores podem ainda ser
classificados segundo 1) o grau de diferenciacdo/desdiferenciagdo das células; 2) o
estadio, que usa a classificagdo TNM (baseando-se no tamanho do tumor (T), invasdo
dos nddulos linfaticos (N) e grau de metastizacdo (M)) [60]; 3) o estado de
expressdo/actividade de receptores, como os de estrogénio (ER), de progesterona (PR) e
do factor de crescimento epitelial 2 (HER-2) [61-64]; 4) e segundo outras caracteristicas
genéticas, como mutacdes em genes de supressdo tumoral (ex.: BRCAI1, p53) [63, 65],

activagdo de oncogenes (ex.: c-myc, p21) [63] e alteracdo dos padrdes normais de
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expressdo proteica (ex.: E-cadherin) [66], entre outros. Informacdes fornecidas pela
avaliagcdo qualitativa de multiplos genes € mais precisa no que respeita a caracterizagio
biolégica dos tumores. Estudos permitiram criar subtipos moleculares de cancro, os
quais tém diferentes prognosticos associados: luminal (A e B), HER-2, basal-like,
normal e claudina diminuida. Estes subtipos estdo bem caracterizados na revisdo feita

por Eroles, Bosch [44].

Figura 5 — Mama normal com carcinoma ductal invasivo (IDC) de uma secgio
transversal ampliada do ducto (esquerda). Mama normal com carcinoma lobular
invasivo (ILC) de uma secco transversal ampliada do 16bulo (direita). Perfil da
mama: A) ductos, B) 16bulos, C) seccdo dilatada do ducto para contengdo do
leite, D) mamilo, E) adipdcitos, F) musculo peitoral, G) parede toraxica.
Ampliagdo: A) células normais do ducto/ldbulo  (esquerda/direita,
respectivamente), B) células cancerigenas do ducto/lébulo (esquerda/direita,
respectivamente) atravessando a membrana basal, C) membrana basal.

(Adaptado de: Breast Cancer Organization [50]).
Os efeitos destas caracteristicas sdo complexos devido ao elevado niimero de
alteracdes em cada caso especifico de cancro da mama e as interaccdes das vias
bioldgicas envolvidas, mas sdo estes estudos de expressdo de genes que t€ém permitido a

evolugdo da caracterizagdo molecular emergente dos subtipos de cancros mamarios,
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comecando a tornar-se possivel identificar, por exemplo, fases pré-invasivas de

neoplasias como o DCIS e LCIS [44, 47].

1.2.1 Incidéncia e alguns factores de risco
O cancro da mama ¢ o tipo de cancro mais frequentemente diagnosticado nas
mulheres (1,38 milhdes, 10,9% do total de casos de cancro) e a principal causa de morte

por cancro neste sexo, em todo o mundo (Figura 6) [43].
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Figura 6 — Taxas de A) incidéncia e B) mortalidade, padronizadas por idade,
estimadas por cancros principais (excluindo o cancro da pele), em todo o
Mundo; por cada 100.000 pessoas (2008) (Fonte: GLOBOCAN 2008 (IARC)).

A taxa de morte associada ao cancro da mama, apesar de ainda permanecer
muito elevada, justificando-se pelo crescente grau de incidéncia, comega a apresentar
uma tendéncia no sentido decrescente, segundo as estatisticas tracadas para o periodo
entre 1975 e 2000, nos Estados Unidos, mas também em outros paises economicamente
desenvolvidos. Tal facto parece estar associado a melhorias nos tratamentos, bem como
a detec¢do precoce do cancro da mama [67-69]. A crescente incidéncia de cancro da
mama invasivo parece também correlacionar-se com alteragdes dos padroes
reprodutivos [70], taxas crescentes de obesidade [71, 72], recurso a hormonas durante a
menopausa [73], idade de ocorréncia da menarca ou menopausa [74], e consumo de
alcool [75].

Contudo, estes factores apresentam um risco relativamente moderado (<2),

quando comparado com outros factores associados com casos prévios de doenca
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neoplasica ou hiperplasia atipica e com predisposi¢do genética, com um risco que pode
variar de 3 (para alguns casos de histérico familiar positivo) a 200 (para mulheres em
pré-menopausa positivas para mutacdo no gene BRCA). O “risco relativo” denota o
risco para um individuo que € positivo para um factor, versus o risco para um individuo
que ¢ negativo para esse mesmo factor. Isto ¢, um risco relativo de 1 indica que o risco
ndo ¢ aumentado, enquanto um risco relativo de 10 indica haver um risco 10 vezes
aumentado [76]. A predisposicdo genética ¢ um dos factores mais intrigantes e com
maior risco associado. A predisposi¢do genética estd reflectida em aproximadamente
20% dos pacientes com cancro da mama que tém historial familiar positivo para este
tipo de cancro. Esta predisposicdo ¢ especialmente elevada nas familias em que existem
mutacdes no gene BRCAL1 [77].

Os factores de risco para o desenvolvimento de cancro da mama ndo podem ser
analisados de forma isolada, pois hd interaccdes entre eles, como foi ja referido em
alguns casos acima citados. De certa forma, estas interac¢des sugerem que cada caso de
cancro da mama pode derivar de uma via carcinogénica prdpria, dependendo dos
factores de risco que estiveram envolvidos, indicando que cada caso de cancro pode ter
caracteristicas unicas, que o distingue de todos os outros [78].

A incidéncia de cancro da mama tem tendéncia para aumentar com a idade,
duplicando a cada 10 anos até a menopausa, quando essa taxa de aumento abranda
dramaticamente [70]. Por outro lado, em idades abaixo dos 40-50 anos ha maior
incidéncia de cancros agressivos, quando comparado com tumores menos agressivos,
para os quais as taxas de incidéncia sdo superiores para idades superiores a esse
intervalo [78]. Contudo, atendendo as interacgdes existentes entre os diversos factores,
foi ja identificado que, por exemplo, a nuliparidade e a obesidade diminuem o risco de

cancro da mama em mulheres jovens, mas aumentam-no em mulheres mais velhas.
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Outro exemplo, ensaios clinicos de mamografia, quimioprevensdo e quimioterapia neo-
adjuvante tém efeitos opostos em mulheres jovens e mais velhas [78].

A variagdo geografica indica que, além dos factores genéticos, factores
ambientais tém uma grande importancia. Por exemplo, estudos mostraram que pessoas
Asiaticas deslocadas para os Estados Unidos tém maiores taxas de incidéncia [79], e,
segundo McPherson, Steel [70], de uma forma mais ampla, a incidéncia € cerca de cinco
vezes superior no Ocidente, em relagdo ao Extremo Oriente. Contudo, neste ultimo
caso, ¢ necessario ter em atengdo que nestas variagdes também devem entrar em conta
as taxas de sobrevivéncia (que também podem variar com a distribui¢do geografica). A
correlacdo destas duas aponta para maiores taxas de mortalidade na zona Oriental, que
também podera estar relacionado com os meios disponiveis para o rastreio e tratamento
do cancro da mama. Possivelmente, estas variagdes de mortalidade com base na
geografia diminuirdo & medida que a qualidade no rastreio e tratamento do cancro da
mama se tornar mais padronizado para todas as regides [80].

De acordo com a GLOBOCAN 2008 [40], em Portugal, o cancro mais comum
entre os dois sexos é o cancro da mama, seguido do cancro da prostata (o mais comum
no sexo masculino). Mas é nas mulheres que o cancro da mama mais se denota, com
uma taxa de incidéncia muito elevada, quando comparado com outros tipos de cancro;

detendo também a maior taxa de mortalidade para este sexo (Figura 7).

Breast
g 1837(15.8%) Colorectum
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949 (4.9%) W Melanoma of skin

346 (3.6%) Other and unspecified

A B
Figura 7 — Taxas de A) incidéncia e B) mortalidade para o sexo feminino,
padronizadas por idade, estimadas por cancros principais (excluindo o cancro da
pele), em Portugal; por cada 100.000 pessoas (2008) (Fonte: GLOBOCAN 2008
(TARQ)).
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Segundo as estatisticas disponibilizadas pelo Instituto Nacional de Estatistica
Portugués para 2005, o cancro da mama atingiu 17% das mulheres com cancro e
apresentou uma média de 7% de morte associada, contribuindo para a diminuicdo da

média da taxa de mortalidade nacional por cancro da mama [81].

1.2.2 Alguns tratamentos comuns para cancro da mama

A maioria dos tratamentos anti-cancerigenos depende de agentes que danificam
o DNA e a maquinaria responsavel por manter a integridade cromossomal, como
farmacos e radiagcdo ionizante [82]. Existem diferentes tratamentos disponiveis, de
acordo com os tipos de cancro da mama. Existem ja alguns tratamentos padronizados,
mas outros sdo aplicados em ensaios clinicos, quando os pacientes assim o autorizam.

Inicialmente, o tratamento habitual para DCIS era a mastectomia [83]. Contudo,
tendo em vista a preservagdo da mama, outros tratamentos comegaram a surgir, como a
remocdo cirurgica da massa localizada (DCIS), que poderia ser seguido ou nio de
terapia por radiagdo [84]. Os tratamentos descritos acima podem ainda ser combinados
com terapia hormonal adjuvante. Por exemplo, o tamoxifeno ¢ um farmaco de aplicagao
sistémica comportado pela terapia hormonal, que bloqueia os efeitos do estrogénio no
organismo [85]. Este farmaco tem mostrado ser capaz de, em combinagdo com outras
terapias, prevenir o cancro invasivo [86], bem como a reincidéncia e mortalidade
durante a segunda década apos o primeiro diagnostico [87]. Contudo, estudos tém
mostrado que o tamoxifeno so apresenta beneficios para mulheres com cancro da mama
positivos para ER [88].

Em casos de LCIS, os tratamentos aplicaveis tém caracter profilatico. Por
exemplo, o uso de tamoxifeno diminui o risco de desenvolver cancro da mama em
mulheres com LCIS e, como tal, o firmaco também pode ser usado de forma preventiva
[89].
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A radioterapia ¢ regularmente utilizada como terapia preventiva apds cirurgia
conservadora da mama (lumpectomia) [90], mas também pode ser indicada para
individuos que sofreram mastectomia [91]. O principal objectivo da terapia de radiagdo
adjuvante ¢ erradicar a doenca residual reduzindo a reincidéncia local [92]. Contudo, a
radioterapia pode apresentar efeitos toxicos tardios a nivel cardiopulmunar [93, 94],
pode provocar edema do bago [95], plexopatia braquial [96] e apresenta risco de
indug¢do de carcinogénese subsequente [97].

O recurso a quimioterapia tem sofrido grandes avancos ao longo dos ultimos
anos. Os avangos na compreensdo das bases moleculares do cancro da mama tem
fornecido informagdes sobre novos alvos, como também tém permitido personalizar os
tratamentos, melhorando os beneficios deste tipo de terapia, bem como poupar doentes
que eventualmente poderdo ndo beneficiar dos efeitos da quimioterapia [98]. A
quimioterapia pode ser usada como terapia adjuvante ou neoadjuvante. Esta tltima tem
como principal beneficio a sua capacidade para fazer regredir um tumor grande, com
vista ao tratamento por cirurgia conservadora [99]. A quimioterapia adjuvante ¢
aplicada apds um tratamento de primeira linha, como a cirurgia, com o intuito de
prevenir reincidéncias. Nestes casos, a quimioterapia ¢ normalmente iniciada apds a
cirurgia, num prazo de seis meses, se indicado [98]. No entanto, a doeng¢a pode
apresentar uma tipologia metastatica. Embora geralmente seja incuravel, o cancro da
mama metastatico ¢ quimiosensivel (salvo em casos de desenvolvimento de
quimioresisténcia[100]), de tal modo que € possivel, através da quimioterapia, controlar
os sintomas do doente neopladsico bem como prolongar a sua sobrevivéncia [98].
Segundo os dados recolhidos pela “American Cancer Society” [101], os medicamentos
mais comummente recomendados para serem utilizados em combinagdo no tratamento

de cancro da mama em estadios ndo muito avangados sdo a ciclofosfamida, metotrexato,
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fluorouracilo, doxorrubicina (adriamicina), epirrubicina, o paclitaxel (Taxol) e
docetaxel (Taxotere).

Contudo, a aplicagdo da quimioterapia apresenta varias limitagdes,
nomeadamente no que respeita ao direccionamento da terapia. A aplicag@o sistémica da
quimioterapia, implica, em muitos casos, grandes dosagens que acabam por afectar
células de tecidos saudaveis, acarretando severos efeitos secundarios [102]. Esses
efeitos téxicos sdo, comummente, nduseas € vomitos, mielossupressdo, alopecia, e
mucosite. Efeitos menos comuns, mas igualmente sérios, incluem insuficiéncia
cardiaca, eventos tromboembdlicos [103], rapida perda de massa dssea na coluna
vertebral e risco elevado de desenvolvimento de osteoporose [104].

Além disso, a quimioterapia ainda tem de se debater com os fenotipos de
multipla resisténcia a farmacos (MDR — multi-resisténcia a fArmacos) apresentados por
varios tecidos neoplasicos da mama, que podem ser distinguidos em resisténcia
farmacocinética e resisténcia celular. Alguns mecanismos envolvidos nesta resisténcia a
quimioterapia estdo relacionados, por exemplo, com a sobre-expressdo de varios
membros da super-familia de transportadores ABC (adenosine triphosphate binding
cassette), como o0 MRP1 ou BCRP, e do transportador P-glicoproteina (P-gp) [105].

A heterogeneidade das neoplasias da mama faz disso um fascinante desafio, no
sentido de encontrar novas formas de diagndstico e terapia sistémica com a escolha
ideal dos agentes terapéuticos mais adequados a cada tipo de carcinoma mamario. Deste
modo, aponta-se para que a melhor forma de combate ao cancro sejam as terapias
biologicamente dirigidas, nomeadamente com recurso ao desenvolvimento de
estratégias de entrega dos agentes quimioterapéuticos, de forma a aumentar a sua
concentracdo no local do tumor, e a identificacdo de biomarcadores preditivos de

sensibilidade a quimioterapia especifica, ou de alvos moleculares em vias de sinalizag¢do
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especificas [102, 106]. Um exemplo de terapias direccionadas ¢ o estudo que mostrou
que a sobre-expressdo da proteina p53 em células da linha celular MCF-7 aumenta
significativamente a eficacia do tratamento anticancerigeno com progesterona. A sobre-
expressdo da proteina p53 inibiu a proliferacdo celular e induziu apoptose, processo este
que ndo decorre quando células com baixos niveis de expressdo de p53 sdo tratadas com
a mesma hormona [107].

A terapia génica surge neste contexto como uma potencial estratégia capaz de
atingir efectividade nos tratamentos biologicamente direccionados do cancro, tornando-
os mais especificos € com menos efeitos colaterais, como os que estdo associados as

convencionais terapias.

1.3  Terapia génica

O primeiro ensaio clinico de terapia génica foi realizado em 1991 e serviu para
tratar uma doenga do sistema imunitdrio, conhecida como adenosina deaminase (ou
deficiéncia ADA) [108]. Esta doenca enfraquece a resposta imunoldgica, mesmo
quando se trata de pequenas infec¢des. Os dois pacientes mostraram melhorias,
mostrando & comunidade cientifica que a terapia génica poderia funcionar [108]. Desde
entdo, o numero de doengas passiveis de serem tratadas com terapia génica tem
aumentado, atingindo mais de 600 doencas em 2004 [108]. De forma muito genérica, a
terapia génica consiste de vérias abordagens para o tratamento de doencas humanas ou
na correc¢do de qualquer disfun¢do do organismo, que dependem da transferéncia de
material genético exdgeno para as células de um individuo com o objectivo de corrigir
ou eliminar as causas de patologias que envolvam factores genéticos, como doencas
neoplasicas, hereditarias, degenerativas e infecciosas [109]. Corroborando esta

perspectiva, até 2001, aproximadamente 50% dos protocolos de terapia génica
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aprovados pelos National Institutes of Health (NIH), Recombinant DNA Advisory
Committee (RAC) e Food and Drug Administration (FDA) tinham sido para a area do
cancro [108, 110-112].

A entrega do material genético em terapia génica pode ser feita in vivo, através
da administra¢do directa no sangue, tecidos ou células, ou administra¢do indirecta,
através de técnicas laboratoriais ex vivo [111] (Figura 8). Esta administragdo indirecta é
uma técnica recorrente em dois tipos basicos de terapia génica, que podem ser aplicados
a seres humanos: terapia aplicada a linha germinal e terapia aplicada a células
somaticas[113]. O objectivo da terapia génica da linha germinal consiste na introdugio
de células transgénicas na linha germinal, bem como na populacdo de células somaticas
[113]. Este tipo de terapia ndo sé deve conseguir tratar uma pessoa, mas também
corrigir o gendtipo de alguns gametas [113]. A terapia génica somatica incide sobre o
corpo. A abordagem consiste em tentar corrigir um fenotipo de células somaticas, que ¢

causado por genes que sdo expressos predominantemente num tecido [113].

Gene clonado
R
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Transferéncia
de genes Seleccionar
células X*;
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Células : .@ -§!
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Devolugéo de células geneticamente
modificadas ao paciente

Figura 8 — Terapia génica in vivo (seta azul) implica a modifica¢do genética das
células de um paciente in sifu. Terapia génica ex vivo (setas pretas) implica que
células autdlogas sejam removidas do paciente, cultivadas in vitro e
transformadas, antes de serem implantadas no doente (Adaptado de: Capitulo 22
— Gene therapy and other molecular genetic-based therapeutic approaches em

Strachan (1999) [114]).
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A terapia génica pode ser aplicada sob diferentes vertentes no que respeita a
estratégias anti-tumorais, como sejam a substitui¢do de genes supressores de tumor
mutados, a introducdo de outros genes em falta, ou até estratégias com base na
transferéncia de genes codificando citoquinas ou outros mediadores imunitarios
(vacinas de DNA), genes que codificam enzimas virais para converter pro-farmacos em
metabolitos toxicos (terapia suicida), material genético que regula/altera com
especificidade a expressdo genética, como oligonucledtidos antisense, ribozimas,
siRNAs e microRNAs [110, 111, 115, 116]. Uma parte muito desafiante da terapia
génica incide, portanto, no desenvolvimento de vectores ndo toxicos que sejam capazes

de entregar esse material genético in vivo.

1.3.1 Métodos em terapia génica

Existem numerosos métodos de aplicacdo de terapia génica com potencial para
serem usados na transferéncia de genes exdgenos ou RNA para células humanas. O
tamanho dos fragmentos de material genético que podem ser transferidos €, na maioria
dos casos, limitada e, muitas vezes, no caso de genes, estes ndo sdo genes
convencionais. Nesses casos, recorre-se a genes artificiais que sdo compostos por uma
sequéncia de cDNA contento a sequéncia completa de DNA codificante, que ¢
manipulada de forma a poder ser flanqueada por sequéncias reguladoras apropriadas,
como fortes promotores virais (promotor de citomegalovirus — CMV), que asseguram
elevados niveis de expressdo do gene. Apoés a transferéncia genética, os genes inseridos
podem integrar os cromossomas da célula, ou manter-se como elementos genéticos
extracromossomicos (plasmideos e epissomas) [114].

As moléculas de DNA ou RNA, devido ao seu tamanho e natureza hidrofilica

conferida pela carga negativa dos seus grupos fosfato (que dificulta a interac¢do com a
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membrana celular, gragas as repulsdes electrostaticas), ndo conseguem, por si so, entrar
eficientemente numa célula. Além disso, desprovido de protecc¢do, o material genético
fica muito susceptivel a degradag@o promovida por nucleases [117]. Por esse motivo, é
importante o desenvolvimento de vectores, ou métodos fisicos, que facilitem a
transferéncia do material genético para as células alvo, sem que haja degradagdo desse.

A escolha dos métodos para a transferéncia de material genético depende da
natureza do material genético que se pretende usar, bem como da natureza do tecido ou
das células alvo. Além disso, existem muitas outras implicagdes, ndo s6 ao nivel da
eficiéncia da transferéncia e expressdo do material genético para o interior das células
alvo de forma a conseguir-se o desejado efeito terapéutico, como também ao nivel de
seguranga na aplicagdo. Actualmente, os métodos utilizados podem receber dois tipos
de classificacdo: por um lado, podem classificar-se em virais ou nio-virais [118] e, por
outro lado, podem dividir-se em métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos [117].

Os métodos fisicos (ndo-virais) muitas vezes usados em culturas de células e
tecidos in vitro, incluem metodologias como a microinjec¢do [119], bombardeamento
de particulas (“gene gun”) [120], sonoporagdo [121] e electroporacgdo [122]. Este tipo de
métodos facilita a transferéncia de material genético extracelular, desprovido de
qualquer protecg¢@o, para o nucleo, através da formagao de poros/defeitos transientes das
membranas provocada por forgas fisicas [117]. Tal como os vectores virais, os métodos
fisico sdo muito pouco especificos no que respeita a ac¢do direccionada para células
alvo in vivo.

Porém, os métodos mais comummente utilizados em terapia génica recorrem ao
uso de vectores virais (métodos biologicos), que derivam de retrovirus, lentivirus,
adenovirus, virus adeno-associados, mas, embora menos utilizados, também existem os

que derivam do virus herpes simplex 1 (HSV-1), baculovirus e outros [110, 118, 123].
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Actualmente, a maioria das experiéncias de terapia génica recorre a vectores que, apds
algumas modificagdes, resultam num virus de replicacdo incompetente [114]. Contudo,
este tipo de vectores, apesar da sua elevada eficiéncia de transdug¢do e consequente
expressdo do material genético, acarreta inimeros factores de risco, como a
possibilidade de sofrerem recombinacdo dando origem a um virus do tipo selvagem
[114, 124]; inserirem material genético em locais do genona ndo seguros, podendo
despoletar a activagdo de oncogenes [125]; os vectores virais podem despoletar reac¢des
imunoldgicas [114], que podem levar a destruicdo das particulas virais antes de estas
atingirem as células alvo, ou a destrui¢c@o das células que foram alvo dos vectores [126].
Além disso, apesar de alguns virus infectarem maioritariamente células com capacidade
de divisdo, os virus em geral ndo sdo passiveis de serem manipulados de forma a serem
utilizados em terapias direccionadas para alvos especificos da superficie celular [127].
No que respeita aos métodos quimicos (ndo virais), estes apresentam algumas
vantagens em relacdo aos métodos bioldgicos (vectores virais), nomeadamente a
facilidade de produ¢do em massa; a auséncia de problemas de seguranga de aplicacdo,
como o risco de activacdo de oncogenes, a imunogenecidade e a toxicidade [108, 128,
129]; reduzidas limitagdes ao nivel do tamanho do vector, grande flexibilidade em
relagdo ao tamanho do transgene transportado e elevada diversidade de componentes
quimicos para as suas multifacetadas construgdes, que podem, inclusivamente, aumentar
a especificidade para tecidos e células especificas e facilitar a cedéncia intracelular do
material genético [108, 110]. Estes métodos, que envolvem, por exemplo, o uso de
lipidos catidnicos e polimeros catidnicos, tém como objectivo formar complexos
condensados através de interacgdes electrostaticas com DNA carregado negativamente.
Estes complexos, sdo denominados lipoplexos e poliplexos, respectivamente [130], e

sdo capazes de proteger o DNA contra a ac¢do das nucleases, bem como facilitar o
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uptake celular e a entrega intracelular [117, 129]. Em compara¢do com outros sistemas
de entrega ndo virais, incluindo lipossomas anidnicos que encapsulam os &cidos
nucleicos, os lipoplexos e poliplexos tendem a mediar niveis de transfeccdo mais
elevados [130]. Por estas razdes, este tipo de vectores constitui a alternativa aos
vectores virais mais promissora para a terapia génica. O desafio actual é a obtencdo de
um sistema para vectores ndo-virais que iguale ou supere a transfeccdo efectiva
apresentada pelos vectores virais (transducdo). Apesar de isso ainda ndo ter sido
alcancado, defende-se que, num futuro proximo, a melhor maneira de atingir
concentragcdes intratumorais razoaveis de um transgene serd através de injec¢do
intratumoral directa dos vectores disponiveis, com ou sem o auxilio de técnicas como a

endoscopia ou tomografia [118].

1.3.1.1 Lipossomas cationicos e lipoplexos

Os lipossomas s@o vesiculas esféricas que mimetizam a estrutura biologica das
membranas e podem ser produzidos através da interac¢do de uma larga gama de lipidos.
Tipicamente, os lipossomas catidonicos contém dois tipos de componentes: lipido
catidnico e lipido neutro, também denominado lipido auxiliar ou co-lipido [130]. Os
lipidos catidénicos sdo moléculas anfifilicas que contém um grupo polar carregado
positivamente, ligado a um dominio hidrofobico. Este grupo carregado positivamente &
necessario para a interagdo electrostatica com o grupo fosfato dos éacidos nucleicos,
carregado negativamente [117, 130].

A eficiéncia da transfeccdo, isto ¢, a actividade biologica esta dependente da
estrutura dos lipidos cationicos (exemplo: DOTAP e EPOPC), das propriedades do
lipido auxiliar (exemplo: DOPE e Colesterol), da morfologia e tamanho dos lipoplexos,

da densidade de carga superficial, da estabilidade coloidal e da capacidade de proteccdo
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do material genético [131, 132]. Para a formacdo de lipoplexos eficientes, a
estequiometria entre o lipido catidnico e o material genético, a estrutura do material
genético, o modo de preparacdo € o meio em que os complexos sdo preparados tém
também um papel preponderante [132, 133]. Regra geral, um lipido auxiliar que
promova um elevado grau de fluidez membranar, favorece o processo de transfeccio
[130].

A dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) ¢ um co-lipido usado recorrentemente
devido a sua capacidade de destabilizar as membranas, favorecendo a eficiéncia de
transfeccdo [130, 134, 135]. Este co-lipido também facilita o escape endossomal,
através da destabilizacdo da membrana do endossoma provocada pela transi¢do deste
lipido para uma configuragdo hexagonal, que ocorre a pH acidico [130, 132]. O
colesterol (Chol) ¢ também usado regularmente como lipido auxiliar, apesar de originar
complexos menos eficientes do que aqueles que tém DOPE na sua composic¢do [136].
Porém, a presenca de colesterol em lipoplexos estabiliza as estruturas lipidicas
catidnicas membranares em meio fisioldgico, protegendo-os da acglo destrutiva de
componentes do soro e pode promover melhor actividade biologica dos complexos em
transfecgdes in vivo, onde estdo presentes os componentes do soro [117, 130, 137-140].

A estrutura dos lipidos catidonicos deve ser tida em conta quando se pondera a
escolha de um determinado lipido. Sabe-se, por exemplo, que a condensacdo e
protec¢do do material genético aumenta com o crescente nimero de cargas positivas do
lipido cationico. Contudo, uma interac¢do electrostatica entre o material genético e o
lipido catiénico muito forte pode prejudicar a sua necessaria dissociagdo subsequente.
Lipidos muito carregados positivamente tém também tendéncia a formar micelas, pelo
que podem formar complexos menos estaveis. Além disso, sabe-se também que os

niveis de transfec¢do sdo afectados, negativamente, pelo aumento do comprimento das
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cadeias hidrocarbonadas dos lipidos catidnicos e, positivamente, pelo aumento da
saturagdo dessas cadeias. Possivelmente, isto estara relacionado com a influéncia que
estas caracteristicas tém na fluidez das membranas [141-143]. O lipido 1,2-dioleoil-3-
(trimetilammonium)propano (DOTAP) ¢ um dos mais utilizados na produgdo de
lipossomas catidnicos, tal como o cloreto de N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-
trimetilammonium (DOTMA). Estes lipidos sdo monovalentes [132], mas diferem, por
exemplo, ao nivel do linker group (que une o headgroup catidonico e a ancora
hidrofdébica), que tem sido correlacionado com os niveis de transfec¢do e citotoxicidade
dos lipidos catidnicos [144]. Enquanto o DOTMA possui ligagdes éter estaveis, que lhe
conferem mais estabilidade, mas também mais citotoxicidade, ndo sendo biodegradavel,
o DOTAP possui ligacdes éster fracas, que lhe conferem menos estabilidade e menos
citotoxicidade [130, 132, 142, 145]. Novos lipidos tém surgido com o proposito de
tentar colmatar alguns dos problemas associados a eficiéncia de transfec¢io e aos niveis
de citotoxicidade. Um deles ¢ o I-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina
(EPOPC), um lipido catidnico analogo da fosfatidilcolina (um constituinte natural das
membranas biologicas), que se ligam através de ligagdes éster, exibindo, por isso, baixa
toxicidade e mostrando-se adequados para aplicagdes clinicas [146, 147]. Estudos
recentes revelaram que o EPOPC ¢ um lipido capaz de produzir complexos com maior
actividade biologica do que aqueles que tém DOTAP na sua constitui¢do [140, 148].
Estudos levados a cabo pelo nosso grupo de investigagdo, mostraram que
lipossomas catidonicos compostos por EPOPC e colesterol, numa razdo molar de 1:1,
constituem um sistema de transporte e entrega de material genético consideravelmente
eficiente. Os lipoplexos preparados com estes lipossomas surtiram niveis de transfec¢o
muito superiores aqueles obtidos com lipoplexos preparados com lipossomas

constituidos por DOTAP e colesterol, na mesma razio molar [148].
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1.3.1.2 Interaccio lipoplexo/célula e mecanismos de internalizacio

Apesar da vasta aplicacdo dos sistemas de entrega de material genético como os
lipossomas catidnicos, os mecanismos pelos quais ocorre todo o processo de transfec¢io
sd0 ainda pouco conhecidos (Figura 9).

Estruturalmente, o material genético dos lipoplexos estd rodeado pelos lipidos
que lhe garantem proteccdo contra nucleases extra e intracelulares. Além disso, os
lipoplexos, devido a sua carga positiva, tendem a interagir electrostacticamente com as
proteinas membranares carregadas negativamente, glicoproteinas e proteoglicanos [117,
132]. Alguns estudos tém revelado que, aparte de estarem envolvidos na ligacdo e
internalizacdo de virus nas células [149], os proteoglicanos parecem desempenhar um
papel importante na ligagdo dos lipoplexos as células [150, 151], mas também na sua
internalizacdo, por um mecanismo que conduz a activagdo da proteina cinase C e a
ligacdo da actina ao dominio citoplasmatico dos proteoglicanos que interagem com os
lipoplexos, promovendo a submersdo do complexo por um processo semelhante ao da
endocitose bacteriana [152].

De facto, apos a ligacdo dos lipoplexos a membrana celular, a endocitose tem
sido reconhecida como a principal via de internalizagdo destes sistemas de entrega de
material genético [153, 154]. Felgner, Gadek [155] defendia que a internalizacdo
também poderia ocorrer através da fusdo dos complexos com a membrana plasmatica,
através da ac¢do cooperativa entre os lipidos catidnicos e os co-lipidos, como o DOPE.
Embora estas duas vias de wuptake celular possam coexistir em graus variaveis,
dependendo do tipo de célula, da confluéncia e da idade da célula, é provavel que a
teoria da fusdo dos lipoplexos com a membrana celular contribua pouco para a entrega
intracelular do material genético, uma vez que esse processo, provavelmente, libertara o

material genético para o meio extracelular antes de ele ser internalizado [144].
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A endocitose pode ocorrer por varios mecanismos que, geralmente, sdo

divididos em duas categorias principais: a fagocitose, um processo que ¢ restrito a
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Figura 9 — Visdo global dos passos principais envolvidos na interacgdo dos

lipoplexos com as células: ligagdo a membrana e uptake celular dos complexos,

libertagdo citoplasmatica e trafego nuclear do material genético (Adaptado de:

Simoes, Filipe et al. (2005)).
algumas células de mamiferos especializadas, mas que pode ocorrer quando os
lipoplexos apresentam determinadas caracteristicas fisico-quimicas, como grande
tamanho [156], e a pinocitose, que ocorre em todas as células de mamiferos e engloba a
macropinocitose, endocitose mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e
endocitose independente de clatrina e caveolina (Figura 10) [157]. O tamanho dos
lipoplexos parece também ser critico para a determinacdo de qual das vias de pinocitose

¢ activada, sendo que, na auséncia de ligandos, parece ser o tamanho da particula que,

por si s0, determina qual o percurso de internalizagdo a seguir [132].
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A associacdo de proteinas, ligandos peptidicos e anticorpos tem sido muito
usada para direccionar especificamente os lipoplexos para células alvo, potenciando a
sua internalizacdo por endocitose e, consequentemente, melhorando a sua actividade

Pinocitose

Fatocitose Macropinocitose
(dependente de particulas) (>1pm)
Endoci Endoci 2 N
® 0 it Endocitose independente de
dind : s
(@) clatrina e caveolina

. por clatrina por caveolina (~90nm)
(~120nm) (~60nm)

S-SR

Figura 10 — Representacdo esquematica das diferentes vias endociticas.

(Adaptado de: Conner (2003) [41]).

bioldgica [158], ou simplesmente, facilitar a transfec¢do generalizada. Neste sentido,
estudos tém mostrado que algumas proteinas, como a albumina, quando associadas a
lipoplexos, podem activar a internalizagdo desses através de processos ndo especificos
de endocitose, nomeadamente, a fagocitose [159]. Nos estudos levados a cabo pelo
nosso grupo de investiga¢do, constatou-se que a adicdo de albumina a constitui¢do de
lipoplexos preparados com lipossomas catidnicos compostos por EPOPC:Colesterol
(1:1) aumenta substancialmente a actividade bioldgica dos complexos, conduzindo a
uma maior expressdo de transgenes em diferentes tipos de células, mesmo na presenca
de soro [140, 148]. Embora ainda nio seja claro, duas das justificagdes apontadas para o
aumento da eficiéncia de transfeccdo na presenca de albumina sdo a possibilidade de,
sendo a proteina mais abundante do soro, evitar interac¢des indesejadas entre os
complexos lipossoma cationico/DNA e os componentes do soro (evitando a agregacio
dos complexos) [160], e a possibilidade de ocorrerem ligacdes inespecificas entre esta
proteina e receptores da superficie celular andlogos aos receptores scavenger que
poderdo mediar a endocitose dos lipoplexos, bem como a sua entrega intracelular [140,

159, 161].
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1.3.1.3 A fuga do lipoplexo a via endocitica

Um dos passos importantes para que a transfeccdo seja eficiente, € a libertagao
do material genético da via endocitica, para evitar a sua degradacdo ao nivel do
lisossoma. O mecanismo pelo qual esta fuga ocorre ainda ndo esta bem esclarecido,
contudo, o mais aceite é que a destabilizagdo da membrana do endossoma ocorra pelo
“flip-flop” dos lipidos anionicos do folheto citoplasmatico para o folheto lumenal da
membrana do endossoma, induzido pelos complexos internalizados. Posteriormente, a
interac¢do entre os lipidos anidnicos do folheto lumenal da membrana do endossoma
com os lipidos catidnicos dos lipoplexos pode resultar na descondensa¢do do material
genético dos lipoplexos, ocorrendo a libertagdo desse para o citoplasma (Figura 9) [132,
162]. Neste ponto do processo de transfeccdo, os co-lipidos tém um papel
preponderante. Por exemplo, o DOPE induz a destabilizacio da membrana do
endossoma, devido as suas propriedades fusogénicas a pH acidico, como é o pH
endossomal, permitindo, assim, a libertagdo do material genético para o citoplasma
[163]. Outros estudos tém mostrado que a albumina pode também facilitar a fuga do
materal genético da via endocitica. Esta ac¢do da albumina prende-se com o facto de
esta proteina sofrer alteracdes conformacionais a pH acidico, adquirindo propriedades
fusogénicas [164]. O pH endossomal provoca uma protonacdo parcial da albumina que
pode, entdo interagir com a membrana do endossoma, destabilizando-a. Esta
destabilizagdo podera provocar movimentos “flip-flop” de lipidos anidnicos da
membrana que dissociam os lipoplexos [159]. Essa dissociagdo dos lipoplexos pode ser
reforcada pela expansdo reversivel da albumina (derivada das alteracdes

conformacionais geradas pelo pH acidico) [ 140].
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1.3.1.4 Entrada do material genético no niucleo

Uma vez no citoplasma, o material genético tem de chegar ao nicleo e
atravessar a membrana nuclear para que a transcri¢do ocorra. Em células que tenham
uma divisdo activa, o material genético exdgeno beneficia da ruptura da membrana
nuclear, durante a mitose. Aquando da reconstitui¢do da membrana nuclear, o material
exogeno ¢ incluido no nucleo, tal como o endogeno, podendo, assim, ser transcrito
[165]. Porém, na auséncia de divisdo celular, o mecanismo de entrada de material
genético no ndcleo permanece pouco claro. O mecanismo apontado como o mais
provavel é o que decorre da associacdo inespecifica do material genético a proteinas ou
peptideos que contenham o sinal de localizagdo nuclear (NLS), ou aos seus receptores
(karyopherin-a/B), havendo assim a importagcdo do material genético para o nicleo por

um processo activo [132].

1.3.2 Terapia génica e cancro da mama

Nos ultimos anos, tém sido desenvolvidas estratégias de terapia génica para
tratamento de tumores solidos. Mas a entrega uniforme do material genético terapéutico
as células cancerigenas in situ tem demonstrado ser um factor limitante para a eficiéncia
do tratamento [112]. Apesar de haver relatos sobre respostas terapéuticas em alguns
pacientes oncologicos, ainda ndo ha prova inequivoca da eficécia clinica da maioria das
abordagens de terapia génica, principalmente devido ao baixo nivel de transducdo e
eficacia da expressdo in vivo com os vectores actualmente disponiveis para a pratica
clinica [118].

A morte celular ndo tem de ser o Unico objectivo de um determinado tratamento.
Os objectivos da terapia génica podem ser mais vastos, abrangendo a indugdo de

alteragdes no crescimento e comportamento celular, tal como a inibi¢do da proliferagao
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e da invasdo ou capacidade metastatica das células cancerigenas. De forma a induzir
morte nas células tumorais e/ou controlar o processo metastatico (proliferativo e
invasivo), sdo necessarias novas estratégias para entregar genes terapéuticos
sistemicamente, ou para induzir respostas anti-tumorais sistémicas apos terapia local. A
investigacdo dos ultimos anos, permite criar uma subdivisdo das principais estratégias
de terapia génica usadas em cancro, nomeadamente cancro da mama, em cinco
conceitos basicos: 1) supressdo de oncogenes ou transferéncia de genes supressores de
tumor, 2) reforco da resposta imunitdria contra o tumor, 3) transferéncia de genes
suicidas, 4) terapia pro-apoptdtica, 5) proteccdo da medula 6ssea usando genes de
resisténcia a fArmacos e 6) inibi¢do da angiogénese tumoral [118, 166, 167].
Presentemente, podem destacar-se algumas estratégias que envolvem a
supressdo de oncogenes ou transferéncia de genes supressores de tumor em cancro da
mama. A maioria dos ensaios clinicos correntes envolvem a reposicdo do gene
supressor de tumor mais comummente alterado em cancro, p53 [167]. A transferéncia
de p53 foi testada usando vectores adenovirais e revelou ser capaz de reverter a
resisténcia das células MCF-7/MDR (multi-resisténcia a firmacos) a adriamicina,
possivelmente por um processo associado a inibicdo da expressio de P-gp
(glicoproteina de permeabilidade) e a indu¢do de apoptose [168]. A introdugdo de p53
wildtype (wt) através de vectores virais e lipossomas em células de cancro da mama
humano também se tem revelado suficiente para restaurar o equilibrio normal da
proliferacdo e da morte celular das células de cancro da mama, podendo conduzir a
diminui¢do do tumor. Além disso, a inser¢do de p53 também parece estar associada a
um bystander effect, o que significa que ndo s6 as células transduzidas com p53
morrem, mas também as células circundantes ndo transduzidas, possivelmente através

de efeitos angiogénicos [169-171]. Alguns ensaios pré-clinicos também revelaram que a
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combinacdo da insercdo de p53 wt nas células cancerigenas com cisplatina e
doxorrubicina inibiu a prolifera¢do celular mais eficazmente do que a quimioterapia por
si s6. Contudo os autores defendem que ¢ importante o estudo das possiveis interac¢des
entre a pS3 e os farmacos quimioterapéuticos em modelos pré-clinicos [172]. Ainda
dentro deste tipo de estratégia, também ja se realizaram estudos (fase I de ensaio
clinico) no sentido de inibir a expressio do gene ErbB2/HER-2, que resultou na
diminui¢@o da proliferacdo do tumor, inducido de apoptose e aumentou a sensibilidade
do tumor a quimioterapia in vitro € in vivo [173, 174]. O RNA de interferéncia (RNA1)
tem demonstrado estar envolvido num potente mecanismo intracelular de silenciamento
pos-transcripcional especifico de genes. Neste sentido, a supressdo de c-myc e c-fos tem
também sido testada através da transdugdo com vectores rectrovirais para expressar
RNA antisenso. Nao sO esta estratégia impediu a formacdo de tumor em animais
modelo injectados com uma linhas celulares de cancro da mama [175, 176], como
também foi proposta para aplicagdo em ensaios clinicos, recorrendo a doentes em que as
terapias convencionais ndo produziram qualquer efeito [177].

Em relagdo as estratégias usadas para aumentar a resposta imunoldgica contra as
células cancerigenas, ja foi usada a transferéncia de genes que codificam citoquinas. O
gene da interleucina 2 (IL-2) foi feito expressar em células de cancro da mama através
de vectores adenovirais, num ensaio clinico de fase I, tendo despoletado resposta
imunologica na maioria dos doentes e até a regressdo dos tumores numa pequena
minoria desses [178].

A terapia génica suicida estd dividida em duas categorias: terapia com toxinas e
terapia com pro-farmacos activados por enzimas [167]. A transferéncia de genes que
codificam enzimas de activacdo de drogas em células cancerigenas e o tratamento com

pro-farmacos de agentes quimioterapéuticos provoca uma elevada concentragdo do
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farmaco activado no tecido tumoral. Nao s6 as células transduzidas/transfectadas mas
igualmente células circunferenciais podem morrer com a aplicacdo deste tipo de terapia
génica (“bystander effect”). O primeiro ensaio clinico de activagdo genética de pro-
farmacos direccionada para cancro da mama data de 1999. Foi um estudo clinico de fase
I para testar a seguranga e eficacia de uma terapia genética baseada na activagdo de um
pro-farmaco e direccionada especificamente para células de cancro da mama, através do
uso do promotor do gene humano erbB-2. O ensaio mostrou que a técnica ¢ segura e
resultou na expressdo do gene citosina deaminase (CD) (que activa o pro-farmaco
fluorocitosina) em 90% dos casos, conduzindo a redu¢do do tumor em 4 de 12 casos
[179].

No que respeita a terapia génica pro-apoptética, a supressdo de membros da
familia Bcl-2, como as proteinas Bcl-2 e a Bcl-xl (inibidores apoptdticos), parece
desempenhar um papel importante no cancro da mama. Por exemplo, terapia génica
usando Bcl-xs, um inibidor de Bcl-2 e Bcl-xl, tem mostrado ser capaz de induzir
apoptose em células humanas de cancro da mama [180, 181].

Mais exemplos de estratégias de terapia génica aplicada a cancro da mama estao

bem sintetizados nas revisdes de Stoff-Khalili, Dall [167] e Simoes, Slepushkin [159].

1.4  Areas emergentes na terapia do cancro da mama

Novas areas emergentes, como a manipulacido dos niveis de expressdo de micro-
RNAs parecem ser promissoras no sentido de colmatar as falhas terapéuticas que se
prendem com a heterogeneidade geno e fenotipica do cancro. A descoberta dos micro-
RNAs introduziu uma nova forma de regulagdo genética, contribuindo para o melhor
entendimento das vias moleculares oncogénicas. A desregulacio dos microRNAs

comega a ser entendida como um aspecto fundamental para a patogenecidade de muitos
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cancros, dado o seu envolvimento em fungdes celulares basicas. Além disso, a sua
capacidade de inibir dezenas a centenas de genes simultaneamente torna-os fortes
candidatos como biomarcadores de prognostico e alvos terapéuticos no cancro [182].
Deste modo, o design de estratégias que se destinem concominantemente a diferentes
vias reguladoras ¢ mais provavel de ser eficaz quando combinado com tratamentos
convencionais, passando, por exemplo, pela activagdo de caminhos pro-apoptdticos
[183].

Apesar dos recentes avangos nas abordagens terapéuticas convencionais, a
frequente aquisicdo de resisténcia aos firmacos observada e os efeitos secundérios
toxicos tém limitado a sua aplicagdo clinica. J4 no que respeita a terapia génica, um dos
maiores desafios reside em ultrapassar as limitacdes associadas a ineficiente entrega de
material genético terapeutico as células alvo [133, 144]. A quimioterapia pode, aqui,
desempenhar um papel muito importante, na medida em que ja tem sido mostrado que,
a sua habilidade para afectar o estado de polimerizagdo/despolimerizacdo dos
microtibulos pode ser usada para aumentar a capacidade de transfec¢do dos lipossomas,
colaborando no escape endossomal e, consequentemente, diminuindo o nivel de
degradacdo do material genético pelo lisossoma [184-186]. Neste sentido uma nova area
emergente ¢ também a combinagdo das duas estratégias terapéuticas: terapia génica e
quimioterapia, com o objectivo de, ndo sO potenciar a terapia génica, como também
reduzir as concentracdes de farmaco usado, possivelmente acarretando menos efeitos

secundarios.

1.4.1 MicroRNAs e cancro da mama
Os microRNAs, de forma abreviada, miRNAs, sdo pequenas sequéncias de RNA

ndo codificantes, com cerca de 22 nucledtidos. Os miRNAs diferem dos RNAs
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mensageiros (mRNAs) porque funcionam como moléculas reguladoras transcripcionais,
regulando a expressdo genética, isto ¢, controlando os produtos de transcri¢do dos genes
(mRNAs). Geralmente, os miRNAs sdo codificados a partir de intrdes ou de outros
genes conhecidos, mas alguns tém o seu proprio promotor. A informagdo do gene de um
miRNA codifica um precursor desse, primiRNA, que forma um longo hairpin loop. A
endonuclease Drosha cliva este precursor, ainda dentro do nucleo, que ¢ entdo
exportado para o citoplasma, onde a Dicer o transforma na sua forma madura e uma
helicase faz com que o miRNA fique em cadeia simples. A fun¢do reguladora destes
miRNAs maduros € exercida, normalmente, através da sua ligacdo a regido 3’UTR dos
mRNAs, suprimindo a sua traducéo (ou por clivagem dos mRNAs ou prevenindo a sua
traducdo pelos ribossomas) [187]. Trabalhos recentes tém revelado que os miRNAs
desempenham fungdes cruciais ao nivel de varios processos bioldgicos, tendo a
capacidade de ter como alvos dezenas a centenas de genes simultaneamente, o que os
tornam fortes candidatos como biomarcadores de progndstico e alvos terapéuticos no
cancro. De acordo com isto estd o facto de diferentes cancros apresentarem padrdes de
expressdo de miRNAs diferentes das células normais e relativamente especificos,
permitindo classificar tumores pouco diferenciados. O restabelecimento dos niveis
funcionais dos miRNAs pode permitir o restabelecimento da ordem mitogénica, tendo o
potencial necessario para inibir oncogenes ou proteinas que indirectamente regulem o
estado tumorigénico [187-191].

Estudos em células de cancro da mama tém revelado a forte regulacio de vias de
sinalizacdo por parte de microRNAs, que podem desempenhar, assim, um papel
importante na progressdo do tumor. Desregulagdes na expressdo ou polimorfismos
destes componentes genéticos tém vindo a ser correlacionadas com o crescimento do

tumor, metastases angiogénese e resisténcia a farmacos [192].
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Segundo Iorio, Ferracin [190], os miRNAs mais significativamente desregulados
em cancro da mama sdo miR-125b, miR-145, miR-21 ¢ miR-155. Contudo, é possivel
que outros miRNAs néo tdo desregulados e, portanto, ndo tio estudados, desempenhem
fungdes tais que, se, por exemplo, forem sobre-expressos, possam despoletar eventos
reguladores capazes de controlar o processo carcinogénico. Por exemplo, sabe-se que os
miR-1 e miR-133, codificados pelo mesmo pri-mRNA [193, 194], e tal como o miR-
206, sdo também dos miRNAs mais frequentemente sub-expressos em tumores
humanos soélidos (Figura 11) [190, 191, 193, 195-198], nomeadamente em cancro da
mama [195, 196, 199]. Actualmente ja se encontram validados alguns alvos destes
miRNAs para cancro, nomeadamente a proteina homologa da fascina 1 (FSCN1) (aos
niveis do mRNA e proteina) [197, 199, 200]. FSCN1 ¢ uma proteina ligadora de actina,
requerida para a formagdo de protrusdes na superficie celular e feixes de
microfilamentos citoplasmaticos [201], que é expressa em elevados niveis em células
capazes de migrar activamente, enquanto é quase indetectavel na maioria das células
epiteliais normais [202]. A sobre-expressdo de FSCNI1 ocorre, entdo, em varios
tumores, nomeadamente cancro da mama, estando usualmente correlacionado com
elevado grau, invasdes extensas, metdastases distantes e, portanto, pobre prognodstico
[203]. Porém, ainda ndo existem estudos realizados para indagar sobre qual o efeito da
sobre-expressdo do miR-1 ao nivel da expressdo da FSCN1 em cancro da mama, ou até
mesmo da sobre-expressdo conjunta dos miR-1 e miR-133, ja que, estando codificados
no mesmo pri-mRNA (cluster), poderdo exercer fungdes complementares e, assim,
revelarem uma acg¢io mais relevante sobre este alvo. Outras proteina como a LIM e SH3
1 (LASP1) e transgelina 2 (TAGLN2) também estdo descritas como sendo alvo dos
miR-1 e miR-133 [194, 198, 204, 205]. A LASP1 ¢ uma proteina ligadora dos

filamentos de actina e parece localizar-se nos mesmos complexos ligados a superficie
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interna das membranas celulares onde se co-localiza a FSCN1 [205], estando envolvida
na formacdo de filopodios favoraveis a migragdo e invasdo celular [194]. A expressdo
aumentada da proteina LASP1 em cancro da mama est4 correlacionada com elevadas
taxas de metastases nos nddulos, sendo apontada como um possivel relevante marcador
de prognostico [206]. Além disso, estudos ja& mostraram que esta proteina pode ser
reprimida transcripcionalmente pela p53, sugerindo que a p53 pode, além dos
microRNAs, desempenhar um papel importante no controlo do processo metastico
mediado por LASP1 [207]. A TAGLN2 ¢ um membro da familia calponina, constituida
por proteinas ligadoras de actina, e parece desempenhar funcdes oncogénicas, mediando
processos de migracdo e invasdo celular [198, 208].

Também Bcl-2 é um alvo do miR-1, segundo estudos feitos em cardiomiodcitos, onde foi
verificada uma correlagdo inversa entre a expressdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2 e
o miR-1 [209, 210]. Embora se admita a existéncia de algumas possiveis diferencas na
regulacdo efectuada pelos miRNAs entre diferentes tipos de células, a Bcl-2 sera, muito
provavelmente, um alvo do miR-1 também em células cancerigenas. Além disso, foi
mostrado que existe uma correlagdo inversa entre os niveis de expressdo das proteinas
Bcl-2 e p53 em cancro da mama, sendo que os valores de expressdo de Bcl-2 disparam
quando os valores da p53 normal ou mutada sdo baixos, sendo que, no caso da p53
mutada, esta parece substituir a Bcl-2 nas suas fungdes [211]. Se este mecanismo for
realmente valido, a sobre-expressao de p53 normal poderd constituir uma estratégia para
reduzir os niveis de expressdo de Bcl-2, que actua como inibidor da apoptose e esta
sobre-expressa na maioria de casos de cancro da mama [212]. Assim, uma abordagem
terapéutica interessante seria conjugar a inibi¢do de Bcl-2 em cancro da mama, por

sobre-expressdo do miR-1, com a sobre-expressdo da p53 normal.
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Figura 11 — Um heatmap do topo do ranking dos miRNAs, segundo andlises
minRCoS, onde as colunas representam os tipos de cancro e as linhas os
diferentes miRNAs. A verde estdo representados os miRNAs com muito baixo
ranking, isto ¢, aqueles que estdo sub-expressos num tumor especifico em
relagdo a amostras de tecido normais. A vermelho estdo indicados os miRNAs
sobre-expressos nas amostras de tumor. O painel da esquerda mostra os 30
primeiros miRNAs universalmente sub-expressos em tumores ¢ o painel da
direita mostra os primeiros 30 miRNAs universalmente sobre-espressos em
tumores, de acordo com o ranking realizado por analises minRCoS (Fonte:

Navon, Wang [196]).

1.4.2 Conjugacio de quimioterapia e terapia génica

O trafego dos transgenes complexados com os vectores lipidicos tem sido

objecto de grande estudo, de forma a compreender quais as barreiras celulares e

extracelulares que dificultam a entrega do material genético, como discutido ao longo

da seccdo 1.3.1, bem como quais as possiveis solugdes para a aplicagdo terapéutica.
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Estas barreiras fisicas e metabodlicas envolvidas na transfec¢do e subsequente
translocacdo do transgene para o nucleo das células parecem estar, em grande parte,
dependentes da via endocitica. Apds a internalizacdo dos lipoplexos, uma grande
fraccdo destes ¢ direccionada para compartimentos lisossdmicos, fazendo com que
possa haver degradagdo do material genético e que apenas uma pequena parte desse que
¢ internalizado penetre no citoplasma, pelo que este modo de entrada na célula constitui
simultaneamente uma resisténcia a transferéncia eficiente dos transgenes [132, 213,
214]. Actualmente, reconhece-se que agentes estabilizadores dos mitrotubulos, como a
colchicina, vimblastina, vincristina (que tém um papel preponderante, ndo sé na mitose,
como também na dindmica intracelular, incluindo o transporte dos endossomas, que
contém os lipoplexos, até aos lisossomas, ao longo da via endocitica), aumentam
dramaticamente a transfec¢do de lipoplexos [184, 185]. Embora num estudo de Wang
and MacDonald [184], com taxanos, ndo tenha sido gerada a mesma potenciagdo da
transfeccdo em culturas de células musculares lisas, esses farmacos ndo devem deixar
de ser testados noutros tipos de células, ja que sdo amplamente aplicados no tratamento
de cancros, nomeadamente o docetaxel. Este farmaco é comummente usado, em
combina¢do com outros farmacos, no tratamento de cancro da mama avangado in locu
ou com metastases, ou cancro da mama nddulo positivo e que pode ser removido por
cirurgia [215-218].

Tendo em conta o dinamismo que os microtiibulos tém no fuso mitdtico, estdo
entre os alvos de maior sucesso para a terapia antineopldsica, os farmacos que interfiram
nesse equilibrio dindmico sd@o potenciais candidatos a aplicagdes quimioterapéuticas.
Farmacos como os alcaloides da vinca (ex.: vimblastina) e taxanos (ex.: docetaxel) tém
sido aplicados em pratica clinica, dado que promovem a diminui¢do ou o aumento dos

microtubulos dentro das gamas de concentracdes quimioterapéuticas. Contudo,
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actualmente sabe-se que, mesmo a concentragdes baixas, estes fAirmacos sdo capazes de
suprimir a dindmica dos microtubulos, sem, contudo, alterar a massa dos mesmos [219].
Desta ac¢do decorre o bloqueio mitdtico e inducdo de apoptose, ou a ja referida
potenciacdo de transfecgdo [184, 185, 219].

A vimblastina provoca a despolimerizagdo a elevadas concentragdes, ligando-se
na extremidade positiva dos microtibulos; no entanto, a baixas concentragdes, mas
clinicamente relevantes, este firmaco ndo ¢ capaz de induzir a despolimerizacdo dos
microtubulos; resultando igualmente em bloqueio da mitose que conduz & morte por
apoptose [219]. O docetaxel, contrariamente aos alcaloides da vinca, estimula a
polimerizacdo dos microtiibulos. Eles ligam fracamente a tubulina soluvel por si so,
tendo maior afinidade com a subunidade beta da tubulina ao longo do interior dos
microtubulos, estabilizando-os e/ou aumentando a sua polimeriza¢do, dependendo da
sua concentragdo. Os principais efeitos secundarios de ambos s@o a neurotoxicidade e a
mielosupressdo [219].

Para além da sua ac¢do ao nivel dos microtibulos, o docetaxel ¢ ainda capaz de
induzir morte apoptdtica por via mitocondrial, que implica uma forte indugdo da
producdo de espécies reactivas de oxigénio, mesmo a baixas concentragdes [220, 221].
Nao obstante, também ja foi demonstrado em ensaios clinicos que o docetaxel actua
melhor em tumores com baixos niveis de Bcl-2, estando os elevados niveis de expressdo
desta proteina relacionados com a resisténcia a quimioterapia com docetaxel [222-224].
Deste modo, varios sdo os factores que apontam para uma nova estratégia terapéutica
que passa pela regulacdo da expressdo da Bcl-2 para baixos niveis, quer por que se
poderd activar ou intensificar a apoptose, quer por que se poderd aumentar a
sensibilidade das células a farmacos quimioterapéuticos. Um outro estudo sugere que a

resposta inicial de células de cancro do pulmédo ao tratamento com docetaxel envolve a
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p53, que parece regular a transcri¢do da beta-tubulina [225]. Assim, a sobre-expressao
de p53 em células cancerigenas também poderd ser uma boa estratégia para maximizar
o efeito terapéutico do docetaxel.

Um estudo recente levado a cabo pelo nosso grupo de investigacdo [148]
mostrou que a ac¢do combinada entre vimblastina e terapia génica mediada por
lipoplexos com albumina associada resultou num efeito sinergistico da terapia anti-
tumoral. Este efeito permitiu o uso de doses de farmaco muito reduzidas, dando provas
de que este tipo de estratégia poderd vir a ter grande impacto em termos clinicos, uma
vez que puderam ser alcangados elevados niveis de transfeccdo que conduziram a uma
forte actividade terapéutica, com a potencialidade de reduzir os efeitos colaterais do

farmaco.

1.5  Objectivos

Com este trabalho pretendeu-se desenvolver uma nova estratégia antitumoral,
envolvendo a combinagdo de estratégias de terapia génica com agentes anti-mitdticos,
por forma a obter um maior efeito terapéutico, com menos efeitos potencialmente
adversos. Para isso, usdmos a formulagdo de lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA (+/-)
(4/1), desenvolvida pelo nosso grupo de investigacdo [140, 226], como sistema de
transporte e entrega de material genético, em combinacdo com pequenas doses dos
agentes quimioterapéuticos, docetaxel e vimblastina.

Assim, um dos objectivos deste trabalho consistiu em desenvolver uma
estratégia que resultasse numa entrega eficiente de material genético a um elevado
numero de células alvo, ou seja, que originasse uma elevada expressdo do transgene
numa alta percentagem de células, através da accdo combinada de vectores de terapia

génica e de agentes de quimioterapia. Pretendeu-se também desenvolver uma nova
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estratégia terapéutica, envolvendo a sobreexpressdo de p53 e miR-1, que produzisse
uma acc¢do antitumoral elevada e que induzisse um efeito anticancerigeno sinergistico
como resultado da combinacdo da estratégia de terapia génica com baixas quantidades
de docetaxel ou vimblastina, identificando/comprendendo também alguns dos

potenciais mecanismos subjacentes a esse efeito.

1.6  Relevancia cientifica do trabalho

Tal como ja foi referido, o cancro da mama ¢ uma doenga de grande incidéncia a
nivel mundial, afectando principalmente o sexo feminino, e com taxas de morte
associadas considerdveis em relacdo a outros tipos de cancro. As actuais op¢des de
tratamento apresentam multiplas limitagdes ao nivel da especificidade para o alvo, da
resisténcia as terapias e dos efeitos secundarios toxicos, que podem passar pela indugdo
de danos genéticos também eles potencialmente cancerigenos. Desta forma, urge o
desenvolvimento de novas terapias, onde as estratégias moleculares comegcam a
desempenhar um papel importante e altamente promissor. A terapia génica apresenta-se
como uma estratégia auspiciosa para o tratamento do cancro, por isso, ¢ importante
continuar a estudar novas formas para o direccionamento especifico das terapias, bem
como para a potenciagdo dos efeitos terapéuticos. A complexidade desta doenga leva a
caminhos terapéuticos que, cada vez mais visam a integracdo de estratégias
multifactoriais, como a combina¢do de diferentes farmacos com terapias moleculares,
sendo importante que todas as consequéncias destas interac¢des terapéuticas sejam bem

exploradas antes de se passar a pratica clinica.
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SECCAO 2

Materiais e Métodos
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MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhas celulares e condicdes de cultura

As linhas celulares MDA-MB-231 (HTB-26) e MCF-7 (HTB-22) foram obtidas
pela primeira vez a partir de tecido de um local metastitico da glandula mamaria de
mulheres caucasianas, de 51 e de 69 anos de idade, respectivamente. As linhas celulares
foram adquiridas na American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA).

Estas linhas celulares tém morfologia de células epiteliais, apresentando, no
entanto, caracteristicas distintas. A linha MDA-MB-231 apresenta niveis de expressao
negativos para os receptores ER, PR e HER-2, o que normalmente se relaciona com os
piores prognosticos € menores taxas de sobrevivéncia [227, 228], ao passo que a linha
celular MCF-7 expressa esses trés tipos de receptores [228]. Além disso, as células MD-
MB-231 expressam p53 mutante [229], enquanto as células MCF-7 expressam a p53
wild-type [230]. Comparativamente e considerando os valores totais de expressdo de
p53 mutante e wild-type, as células MDA-MB-231 expressam niveis muito elevados de
p53 relativamente as células MCF-7 [231].

As linhas celulares foram cultivadas em DMEM-HG (Dulbecco's modified
Eagle's medium — high glucose) (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA), suplementado
com 10mM de HEPES, 12mM de bicarbonato de sédio, 10% (v/v) de soro bovino fetal
(FBS) (Gibco, Paisley, Scotland) inactivado por calor, 100U/ml de penicilina (Sigma-
Aldrich, St. Lois, MO, USA) e 100ug/ml de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Lois,
MO, USA), em frascos de cultura de tecidos de 75 cm”, numa atmosfera humidificada
com 5% de CO,, a 37°C. Estas células, crescendo em monocamada, foram sub-
cultivadas sempre que atingiam uma confluéncia de, aproximadamente 80%,

tipicamente 2 vezes por semana, para garantir que mantinham na fase exponencial de
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crescimento. O protocolo de sub-cultura seguiu as indicacdes dadas pelo fornecedor,
tendo sido as células destacadas com solucdo de tripsina (0,25%) (Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, USA) e foram, habitualmente, efectuadas diluicdes de 1:4 e 1:6 para as

células MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente.

2.2 Producio de plasmideos

Foram usados clones de cDNA full-length ORF (open reading frame) (pDNA)
de tamanho semelhante (=5-6 kb), providos do mesmo promotor de citomegalovirus
(CMV). Os plasmideos usados foram: pCMV-Luciferase (VR-1216; gentilmente cedido
pelo Dr. P. Felgner, Vical, San Diego, CA, USA), pCMV-GFP (Clonthec, Mountain
View, CA, USA), pCMV-p53/GFP (proteina 53 fundida com GFP) (cedido pelo Dr. G.
Wahl, La Jolla, San Diego, CA, USA a AddGene, Cambridge, MA, USA, onde foi
adqirido) e pCMV-micoRNA-1, com o gene da proteina verde fluorescente (GFP) para
monitorizagdo (fag) (adquirido em Genecopoeia, Rockville, MD, USA). Ao longo do
texto, os plasmideos serdo referidos da seguinte forma: pLuc (pCMV-Luciferase), pGFP
(pCMV-GFP), pp53/GFP (pCMV-p53/GFP) e pmiR-1 (pCMV-microRNA1). Os
plasmideos foram amplificados em Escherichia coli DH5-a (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), seguido as indicacdes fornecidas pelos fabricantes. Resumidamente, foi apenas
feita a transformacdo de E. Coli DH5-a com pmiR-1, recorrendo ao método de choque
térmico. Adicionou-se 200ng de plasmideo a 100ul de células competentes. Depois de
agitado, submeteu-se a mistura a 4°C, durante 30 minutos (com agitacdo), seguido de
uma submersdo num banho a 42°C, durante 45 segundos (sem agitacdo). Novamente a
4°C, seguiu-se uma incubag¢do durante 5 minutos, seguida da adi¢do de 500ul de meio
SOC (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) pré-aquecido, seguindo-se uma incubagio de 1h,

a 37°C, com agitacdo de 200rpm. Os restantes plasmideos foram fornecidos em
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bactérias ja transformadas. Para amplificacdo de cada plasmideo, células transformadas
foram inoculadas isoladamente em placas com meio Luria Broth-Agar (LB-Agar;
Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA) estéril e antibidtico (30pg/ml de canamicina para
pLuc, pGFP e pp53/GFP e 100pg/ml de ampicilina para pmiR-1; Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, USA), durante 12-16h, a 37°C. A partir de uma colonia isolada, foi preparado
o pré-indculo em tubos de Falcon de 15ml com 3ml de meio LB (Sigma-Aldrich, St.
Lois, MO, USA) suplementado com os respectivos antibioticos e cultivado a 37°C sob
200rpm, durante 8h. Em seguida, 1ml dessa cultura foi transferido para um Erlenmeyer
(1000ml) contendo 650ml de meio LB com o respectivo antibiotico e cultivado a 37°C
sob 225rpm, durante 16h (indculo). Foram controladas as densidades opticas a 600nm
(DOg¢0o) dos pré-indculos e inoculos para garantir maxima eficiéncia na amplificacéo,
extrac¢do e purificagdo. Os plasmideos foram isolados e purificados usando QIAGEN
Plasmid Giga Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) (pLuc e pGFP), ou Macherey-
Nagel NucleoBond Xtra Maxi Kit (Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Alemanha)
(pp53/GFP e pmiR-1), seguindo minuciosamente os protocolos aconselhados pelos
fornecedores.

A pureza e integridade dos plasmideos foi confirmada por electroforese em gel
de 1% de agarose. As concentragdes das solugdes de plasmideo foram obtidas por
espectrometria a 260nm, e a pureza foi avaliada segundo os racios 260/230 e
260/280nm, usando o NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher

Scientific, Wilmington, DE, USA).

2.3  Preparacio de lipossomas cationicos
As vesiculas unilameares pequenas (SUV) foram preparadas por extrusdo de

lipossomas multilamelares (MLV) compostos por uma mistura de 1:1 (rdcio molar) de
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I-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-etilfosfocolina ~ (EPOPC) e  colesterol  (Col)
(EPOPC:Col). Os lipidos (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA) dissolvidos em
CHCl; foram misturados segundo o racio molar desejado e, seguidamente, foi
evaporado o solvente sob um fluxo de azoto, com o tubo mantido numa rotacio
continua e a temperatura ambiente. O filme lipidico seco foi hidratado com agua
desionizada de forma a obter uma concentragdo lipidica final de aproximadamente 10-
50mM e as MLV resultantes foram depois sonicadas durante 3 minutos e passadas 21
vezes através de dois filtros de policarbonato com poros de 50nm de didmetro, usando o
extrusor Liposofast (Avestin, Toronto, Canada), de forma a redimensionar as vesiculas
e obter uma distribui¢do uniforme de tamanhos. A suspensdo de lipossomas (SUV)
resultantes foram diluidos 3-5 vezes com dgua desionizada e esterilizados por filtragem,
usando filtros com poros de 0,22um de diametro (Schleicher & Schuell BioScience,
Alemanha). Os lipossomas foram preservados a 4°C e foram usados até 2 semanas apds

preparacao.

24 Determinacio da concentracio lipidica

Ao processo de extrusdo para formar SUVs esta associada a perda de lipidos que
ficam retidos nas membranas de policarbonato, pelo que a concentragdo final dos
lipidos ¢ geralmente diferente da inicial. Assim, € necessario proceder-se a
quantificagdo da concentragdo lipidica apo6s preparacdo dos lipossomas. Este
procedimento baseou-se da determinacdo da concentracdo de colesterol, tratando-se de
um método rapido, simples e especifico. Como os lipossomas sdo preparados numa
razdo molar de 1:1, a concentracdo de colesterol é igual a concentragdo de EPOPC. Por
sua vez, sendo o colesterol um lipido neutro, a concentracdo de cargas positivas pode

ser conhecida directamente a partir da concentragio de EPOPC, uma vez que cada
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molécula de EPOPC possui apenas uma carga positiva. A quantificagdo de colesterol foi
feita através do método colorimétrico de Liebermann-Burchard. A curva de calibra¢do
(0; 0,125; 0,250; 0,5; 1; 2 mg/ml) foi feita a partir de um stock liquido de 3mg/ml de
colesterol (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL). Numa placa de 98 pocos, fez-
se reagir com 200u1 de reagente de colesterol (dcido acético glacial, anidrido acético e
acido sulfurico na razdo 35:55:10 (v/v) e 1g/100ml de sulfato de sodio), 6,6ul de cada
solugdo de colesterol de concentragdo conhecida e da amostra de lipossomas
preparados, em duplicados. Apds suave agitagdo e incubag@o de 20 minutos a 37°C,
foram lidas as absorvancias a 625nm, usando um espectrofotdmetro SPECTRAmax
PLUS 384 (Molecular Devices, Union City, CA, USA). A relagdo linear entre a
concentragdo de colesterol e a absorvancia a 625nm permitiu determinar a concentracdo

de colesterol presente na amostra de lipossomas.

2.5  Preparacio de lipoplexos

Os lipoplexos foram preparados segundo o protocolo descrito por Faneca,
Faustino [148], com algumas modificagdes, para uma razdo de carga de 4/1 (+/-).
Misturou-se sequencialmente tampdo salino com HEPES (HBS; 100mM de NacCl,
20mM de HEPES, pH 7.,4) (volume ajustavel, dependendo do volume total de
suspensdo de lipoplexos a usar na transfeccdo) com suspensdo de lipossomas
EPOPC:Col (1:1) (num volume correspondendo a 1,212x10®* mol de EPOPC/ug
pDNA) e com 32ug de albumina de soro humano/pg de pDNA (HSA; Sigma, St. Lois,
MO, USA) em HBS. Este racio foi seleccionado com base em estudos prévios que
mostraram que estas condi¢des conduzem a maiores niveis de transfec¢do [159]. Depois
de suave agitacdo, procedeu-se a uma incubagdo de 15 minutos, a temperatura ambiente.

Findo esse tempo, adicionou-se solu¢do de HBS contendo pDNA, gota a gota e sob
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agitacdo lenta, seguindo-se nova incubag¢do de 15 minutos, a temperatura ambiente, apds

suave agita¢do. Os lipoplexos foram usados imediatamente depois da sua preparagao.

2.6  Ensaio de viabilidade celular

Apbs os processos de transfec¢do das diferentes condigdes experimentais, a
viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de Alamar Blue modificado [232]. O
ensaio mede a capacidade redox das células através da avaliagdo da redugdo da
resazurina (forma oxidada) a resorufina (cor rosa), mediada pelo ambiente redutor da
célula como resultado do crescimento celular, permitindo a determinacio da viabilidade
durante um determinado periodo, sem que ocorra o destacamento das células aderentes.
Resumidamente, foi adicionado a cada pogo resazurina (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO,
USA) a 0,0lmg/ml em DMEM-HG sem vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, St. Lois,
MO, USA), suplementado tal como descrito na sec¢do 2.1. Depois do desenvolvimento
de coloragdo rosa nos pogos de células controlo, aproximadamente apds 1-3h de
incubagdo a 37°C, foram colhidos 200ul de sobrenadante de cada pogo e transferidos
para placas de 96 pogos. A absorbancia a 570 (forma reduzida) e 600 nm (forma
oxidada) foi medida num espectrofotometro SPECTRAmax PLUS 384 (Molecular
Devices, Union City, CA, USA). A viabilidade celular (como percentagem das células
controlo) foi calculada de acordo com a férmula (As7o — Aeoo) das células controlo x

100/(As70 — Asoo) das células controlo.

2.7  Actividade Biologica da transfeccio in vitro — ensaio de luciferase
Para os estudos de transfeccdo efectuados com complexos contendo o plasmideo
pLuc, foi usada uma densidade de 0,75x10° de células MDA-MB-231 ¢ 0,4x10° de

células MCF-7 por poco. em placas de cultura de 48 pocos (0.75%10°/cm’ e 0.4x10°
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/em®, respectivamente). A transfeccdo foi iniciada apenas 24h apés o seeding,
garantindo uma confluéncia de 50-70%. Para a transfeccdo, foi adicionado a cada po¢o
300ul de meio de cultura, seguido da adic@o de lipoplexos num volume total de =200ul
por poco (50ul de HBS; 1-3ul de suspensdo de lipossomas, dependendo da
concentracdo obtida na producdo; 50ul de HSA a 640ug/ml; 100ul de solucdo de pLuc
a 10ug/ml; preparados segundo o procedimento descrito na seccdo 2.5), correspondendo
a um total de 1ug de pDNA por cm’ de 4rea de poco. O processo de transfeccio foi
realizado na auséncia e presenca de diferentes concentracdes de docetaxel (Doc) ou
vimblastina (Vin) (ambos adquiridos a Sigma) (0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2,5 uM).
Depois de 4h de incubacdo (5% de CO,, a 37°C), trocou-se o meio de transfec¢do por
Iml de DMEM-HG completo e as células foram incubadas durante as 48h seguintes
(5% de CO», a 37°C). Findo esse periodo, foi avaliada a viabilidade celular segundo o
procedimento descrito na seccio 2.6.

Para a avaliacdo do nivel de expressdo do gene, e como descrito anteriormente
por Faneca, Simoes [140], as mesmas células foram seguidamente lavadas duas vezes
com solucdo salina tampao com fosfato (PBS) e foi adicionado a cada poco 100ul de
tampdo de lise (ImM de DTT; 1mM de EDTA; 25mM de Tris-fosfato (pH 7.8); 8mM
MgCl; 15% de Glicerol; 1% de Triton X-100 (v/v)). Depois de as células destacarem,
as placas foram submetidas a -80°C, durante, pelo menos, 15 minutos, de forma a
facilitar o processo de lise celular. De seguida, em gelo, o conteudo de cada poco das
placas descongeladas foi transferido para eppendorfs, posteriormente centrifugados
(10000rpm, durante 5 minutos, a 4°C), usando uma centrifuga ScanSpeed 1730MR. Do
sobrenadante de cada amostra centrifugada, foram transferidos 50ul para pocos de
placas de 96 pocos. O nivel de expressdo do gene nos lisados foi avaliado através da

leitura da producdo de luz pela luciferase, a 37°C, recorrendo a um luminémetro Lmax
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IT 384 (Molecular Devices, Union City, CA, USA), programado para injectar, em cada
poco, 100ul de solucdo de luciferina a 167uM (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA),
seguido de 100ul de tampao de leitura (ImM de DTT; 1mM de EDTA; 25mM de Tris-
fosfato (pH 7.8); 8mM MgCl,; 15% de Glicerol (v/v)) contendo 2mM de ATP (Sigma-
Aldrich, St. Lois, MO, USA), imediatamente antes da leitura de cada poco, que
decorreu durante 10 segundos.

O teor de proteina dos lisados celulares foi analisado através do kit de Dc
Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), usando albumina de soro bovino (BSA)
(Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA) como padrio (0; 0,125; 0,250; 0,5; 1; 2 mg/ml). A
quantificacdo decorreu segundo o protocolo recomendado pelo fabricante.
Resumidamente, 5ul do sobrenadante de cada amostra, bem como de cada amostra
padrdo, foram colocados em pocos de uma placa de 96 pocos, aos quais se adicionou
25ul de reagente A’ (20ul de reagente S por cada ml de reagente A), seguido da adicdo
de 200ul do reagente B. Apos 15 minutos de incubacdo, a temperatura ambiente, a
absorvancia foi lida a 750nm, num espectrofotometro SPECTRAmax PLUS 384
(Molecular Devices, Union City, CA, USA). Verificou-se uma relagdo linear entre a
concentragdo de proteina e a absorvancia lida a 750nm, tendo sido possivel, a partir da
curva padrio, equacionar a concentracdo de proteina de acordo com as absorvancias
obtidas.

Os resultados foram expressos como unidades relativas de luz emitida pela

luciferase por mg de proteina celular total (Luciferase (RLU)/mg de proteina).

2.8  Eficiéncia da transfeccio in vitro — ensaio de citometria de fluxo
Para os estudos citometria, foi usada uma densidade de 3x10° de células MDA-

MB-231 e 1,6x10° de células MCF-7 por pogo, em placas de cultura de 12 pogos
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(0,75x10°/cm’ e 0,4x10°/cnr’, respectivamente). Todas as condi¢des experimentais de
tratamento foram realizadas em duplicado e usando pLuc ou pGFP. A transfec¢do foi
iniciada apenas 24h apds o seeding, garantindo uma confluéncia de 50-70%. Para a
transfeccdo, foi adicionado a cada pogo 1000ul de meio de cultura, seguido da adigdo de
lipoplexos num volume total de =700ul por poco (100ul de HBS; 4-8ul de suspensio de
lipossomas, dependendo da concentracdo obtida na producdo; 200ul de HSA a
640pg/ml; 400ul de solugdo de pGFP ou pLuc a 10pg/ml; preparados segundo o
procedimento descrito na seccdo 2.5), correspondendo a um total de 1ug de pDNA por
cm’ de area de pogo. O processo de transfecgio foi realizado na auséncia e presenca de
diferentes concentrag¢des de docetaxel (Doc) ou vimblastina (Vin) (0,05; 0,1 € 0,25 uM).
Depois de 4h de incubacdo (5% de CO,, a 37°C), trocou-se o meio de transfec¢do por
3ml DMEM-HG completo e as células foram incubadas durante as 48h seguintes (5%
de CO,, a 37°C).

Terminadas as 48h de incubagdo, as células foram lavadas com PBS e
destacadas por ac¢do de uma solugdo de tripsina (0,25%) (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO,
USA). A suspensdo celular de cada condi¢do experimental, com a tripsina j& inibida
pelos componentes do soro FBS, foi transferida para tubos de citometria, que foram
centrifugados a 950rpm, durante 5 minutos, a 4°C, numa centrifuga Centrifuge 5810R
(Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Os pellets foram lavados duas vezes com PBS, em 2
ciclos de centrifugacdo, nas condi¢des descritas acima. Por fim, as células foram
ressuspensas em PBS e mantidas a 4°C para imediata leitura no citoémetro de fluxo BD
FACSCalibur™ (BD Biosciences, Qume Dr San Jose, CA, USA).

Cada condi¢do experimental de transfeccdo com pLuc constituiu um controlo
individual da respectiva condi¢do experimental de transfec¢do com pGFP, permitindo

uma normalizacdo directa dos niveis de fluorescéncia. Os niveis de auto-fluorescéncia
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variam com o tipo de tratamento, pelo que a subtrac¢do da auto-fluorescéncia das
células transfectadas com pLuc permitiu diminuir o erro associado ao sinal cruzado

entre auto-fluorescéncia das células e fluorescéncia da GFP.

2.9  Actividade antitumoral

Para os estudos de actividade antitumoral, foi usada uma densidade de 0,75%10°
de células MDA-MB-231 ¢ 0,4x10° de células MCF-7 por pogo, em placas de cultura
de 48 pocos (0,75x10°/cm’ e 0,4x10° /cm’, respectivamente). A transfeccdo foi iniciada
apenas 24h apds o seeding, garantindo uma confluéncia de 50-70%. Para a transfeccéo,
foi adicionado a cada poco 300ul de meio de cultura, seguido da adicdo de lipoplexos
num volume total de =200ul por poco (50ul de HBS; 1-3ul de suspensdo de lipossomas,
dependendo da concentracdo obtida na producdo; 50ul de HSA a 1280ug/ml; 50ul de
solucdo de pLuc e 50ul de solucdo de pGFP, ou 50ul de solucdo de pLuc e 50ul de
solucdo de pp53/GFP, ou 50ul de solu¢do de pLuc e 50ul de solucdo de pmiR-1, ou
100ul de solugcdo de pp53/GFP, ou 100ul de solucdo de pmiR-1, a partir de stocks a
20pg/ml — lipossomas foram preparados segundo o procedimento descrito na seccio
2.5), correspondendo a um total de 2ug de pDNA por cm” de 4rea de poco. O processo
de transfeccdo foi realizado na auséncia e presenca de diferentes concentracdes de
docetaxel (Doc) ou vimblastina (Vin) (0,05; 0,1; 0,25uM). Depois de 4h de incubacdo
(5% de CO,, a 37°C), trocou-se o meio de transfeccdo por Iml DMEM-HG completo e
as c€lulas foram incubadas a 37°C, numa atmosfera humidificada com 5% de CO,. A
viabilidade celular foi avaliada ao fim de 24, 48 e 72h, segundo o procedimento descrito

na seccao 2.6.
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2.10 Transfeccdo celular para analise de RNA mensageiro e proteina

Para estudar a efectividade da transcricdo dos genes terapéuticos (TP53, gene da
proteina tumoral 53; MIR1, gene do microRNA 1), foi usada uma densidade de 6x10°
de células MDA-MB-231 ¢ 3,2x10° de células MCF-7 por pogo, em placas de cultura
de 6 pocos (0.75%10°/cm” e 0.4x10° /cm’, respectivamente). A transfeccdo foi iniciada
apenas 24h apds o seeding, garantindo uma confluéncia de 50-70%. Para a transfeccéo,
foi adicionado a cada po¢o 2000ul de meio de cultura, seguido da adicdo de lipoplexos
num volume total de =1400ul por poco (600ul de HBS; 4-8ul de suspensdo de
lipossomas, dependendo da concentracdo obtida na producdo; 400ul de HSA a
1280png/ml; 200ul de solucdo de pLuc e 200ul de solucdo de pGFP, ou 200ul de
solucdo de pLuc e 200ul de solucdo de pp53/GFP, ou 200ul de solucdo de pLuc e 200ul
de solucdo de pmiR-1, ou 400ul de solucdo de pp53/GFP, ou 400ul de solucdo de
pmiR-1, a partir de stocks a 40ug/ml — lipossomas preparados segundo o procedimento
descrito na seccdo 2.5), correspondendo a um total de 2ug de pDNA por cm” de area de
poco. O processo de transfeccdo foi realizado na auséncia e presenca de 0,1uM de
docetaxel. Depois de 4h de incubacdo (5% de CO,, a 37°C), trocou-se o meio de
transfeccdo por Sml DMEM-HG completo e as células foram incubadas durante as 48

ou 72h seguintes, a 37°C, numa atmosfera humidificada, com 5% de CO,.

2.11 Extraccido de RNA e sintese de cDNA

O RNA total das células tratadas segundo as condi¢des de estudo detalhadas na
seccdo 2.10 foi extraido usando o kit miRCURY RNA extraction (Exigon Woburn, MA,
USA), ao fim de 48h de incubagdo apds o periodo de 4h de transfec¢do. Depois da
quantificacdo de RNA, diferentes protocolos de transcri¢do foram usados, dependendo

do tipo de RNA a ser determinado por qPCR.
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Para quantificacdo de miRNA, a conversdo para cDNA foi realizada usando o kit
Universal cDNA synthesis (Exiqgon Woburn, MA, USA). Para cada amostra, o cDNA
foi produzido a partir de 20 ng de RNA total, num termociclador iQ5 (BioRad), usando
o seguinte protocolo: 5 minutos a 25°Cm 60 minutos a 42°C e 5 minutos a 95°C. O
cDNA foi posteriormente diluido em 4gua livre de RNase, num racio de 1:40, antes da
quantificagdo por qPCR.

Para quantificcdo de mRNA, a conversdo para cDNA foi realizada usando o kit
NZY First-Strand cDNA Synthesis (NZYTech, Lisboa, Portugal). Para cada amostra, o
cDNA foi produzido a partir de 0,9ug do RNA total, num termociclador iQ5 (BioRad),
usando o seguinte protocolo: 5 minutos a 25°C, 30 minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C.
O cDNA foi posteriormente diluido em agua livre de RNase, num racio de 1:500, antes
da quantificagdo por qRT-PCR.

Os ensaios foram realizados sob estreita aplicagdo dos protocolos de cada kit,

aconselhados pelos fornecedores.

2.12  Quantificacdo da expressdo de miRNA por qRT-PCR

A quantificagdo de miRNA nas células tratadas segundo as condi¢des de estudo
detalhadas na secgdio 2.10 foi realizada num termociclador StepOnePlus™ (Applied
Biosystems), usando placas microtiter de 96 pogos e a SYBR® Green Master Mix
(Exiqon, Woburn, MA, USA). Os primers para o miR-1 e miRNA de referéncia
(snord44) foram também adquiridos na Exiqon. Para cada conjunto de primers, foi
preparada uma master mix contendo um volume fixo de SYBR® Green Master Mix ¢ a
quantidade apropriada de cada primer, de forma a obter-se uma concentracdo final de
150nM. Para cada reaccdo, realizada em duplicado, foram adicionados 6pul de master

mix a 4ul de cDNA template. As condi¢des de reaccdo consistiram da activagdo da
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enzima a 95°C durante 10 minutos, seguida por 45 ciclos a 95°C durante 10 segundos
(desnaturagdo) e 60 segundos a 60°C (annealing e alongamento). O protocolo para
determinagdo da curva de melting iniciou-se imediatamente depois, consistindo de 1
minuto de aquecimento a 55°C, seguido de 80 passos de 10 segundos com um aumento
de 0,5°C a cada passo. Os valores de threshold para determinagdo do ciclo threshold
(Ct) foi gerado automaticamente pelo software StepOne'™. Os niveis relativos de
miRNA foram determinados seguindo o método de Pfaffl para a quantificagdo relativa
de miRNA na presenga dos genes alvo (miR-1) e de referéncia (snord44) com diferentes
eficiéncias de amplificagdo [233]. A eficiéncia de amplificagdo para cada gene foi
determinado pelo software StepOne™, de acordo com a formula E=10""), onde S é o

declive da curva padrdo obtida para cada gene.

2.13 Quantifica¢io da expressio de mRNA por qRT-PCR

A quantificagdo de mRNA nas células tratadas segundo as condigdes de estudo
detalhadas na secgdo 2.10 foi realizada num termociclador StepOnePlus™ (Applied
Biosystems), usando placas microtiter de 96 pogos e a iTaq"" Fast SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad). Os primers para p53 e gene de referéncia (HPRT1) foram pré-
desenhados pela Qiagen (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha). Para cada conjunto de
primers, foi preparada uma master mix contendo um volume fixo de iTaq™ Fast
SYBR® Green Supermix, agua e a quantidade apropriada de cada primer, de forma a
obter-se uma concentragdo final de 150nM. Para cada reacgdo, realizada em duplicado,
foram adicionados 6pul de master mix a 4ul de cDNA template. As condi¢des de reac¢do
consistiram da activagdo da enzima a 95°C durante 1 minuto, seguida por 45 ciclos a

95°C durante 3 segundos (desnaturagdo) e 30 segundos a 55°C (anmmnealing e
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alongamento). A determinacdo da curva de melting , do ciclo threshold (Ct) e dos niveis

relativos de mRNA foram determinados de forma idéntica a indicada na secgio 2.12.

2.14 Analises por western blot

Os extractos de proteina total foram preparados a partir das células tratadas
segundo as condi¢des de estudo detalhadas na sec¢do 2.10, ao fim de 72h de incubagio
apos o periodo de 4h de transfeccdo. As células foram homogeneizadas a 4°C em
tampao de lise (50mM de Tris a pH7,5; 150mM de NaCl; 1% de Triton; 0,1% de SDS;
1 % de desoxicolato de sodio), contendo inibidores de protease (P8340, Sigma-Aldrich,
St. Lois, MO, USA) e fosfatase (P5726, Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, USA). As
amostras foram incubadas em gelo, durante 20 minutos e centrifugadas a 14000g,
durante 20 minutos, a 4°C, de forma a remover os fragmentos celulares insoliveis. A
concentracdo de proteina foi determinada através do método de Bradford [234], usando
uma curva padrdo de BSA. Depois da desnatura¢do a 95°C, durante 5 minutos em
tampdo de Laemmli (Bio-Rad, Alfred Nobel Dr. Hercules, CA, USA), as proteinas
(25png), bem como o padrdo de pesos moleculares Dual Color (Bio-Rad, Alfred Nobel
Dr. Hercules, CA, USA), foram separados electroforeticamente em géis de 10% de
SDS-poliacrilamida (Bio-Rad, Alfred Nobel Dr. Hercules, CA, USA) e transferidas para
membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad, Alfred Nobel Dr. Hercules,
CA, USA), de acordo com os protocolos padrio. As membranas foram bloqueadas
usando leite sem gordura (Bio-Rad, Alfred Nobel Dr. Hercules, CA, USA) ou BSA a
5% (de acordo com as indica¢des dos fornecedores dos anticorpos) em TBST (10mM de
Tris-HCI, a pH 7,5 e 0,1% de Tween 20), durante 1h, a temperatura ambiente. Depois
do bloqueio, as membranas foram incubadas durante uma noite, a 4°C, com anticorpo

primario directamente contra p53 (1:1000). As membranas foram depois incubadas com
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anticorpos secunddrios anti-mouse (1:5000) conjugados com peroxidase de rabano
(HRP), durante 1h, a temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram
incubadas com o substrato ECF da fosfatase alcalina (GE Healthcare GmbH, Freiburg,
Alemanha), a temperatura ambiente, e depois submetidas a detec¢do de fluorescéncia a
570nm, usando um VersaDoc Imaging System Model 3000 (Bio-Rad, Alfred Nobel Dr.
Hercules, CA, USA). As densidades de banda foram avaliadas usando o soffware Image
J (NIH, Bethesda, MD, USA). Para confirmar a presenca de proteina, as membranas
foram incubadas com Ponceau antes do bloqueio. Os anticorpos usados foram

fornecidos pela Cell Signaling, Danvers, MA, USA.

2.15 Analises estatisticas

Todos os resultados sdo apresentados como médias + desvio padrdo de, pelo
menos, trés ensaios independentes, cada um realizado em triplicado, salvo indica¢do em
contrario. Para comparagdes multiplas entre condigdes experimentais, foram aplicadas
andlises de variancia de uma via (ANOVA de 1 via) em combinag@o com o teste post-
hoc de Tukey, ou andlises de varidncia de duas vias (ANOVA de 2 vias) em
combinagdo com o teste post-hoc de Bonferroni, tendo sido consideradas significantes
para p<0,05. As diferengas estatisticas sdo apresentadas em niveis de probabilidade de
p<0,05, p<0,01 e p<0,001. Os calculos foram realizados no software de estatistica Prism

5 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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SECCAO 3

Resuldados e Discussido
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da vimblastina e do docetaxel na potenciacio da actividade biologica
e citotoxicidade dos lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA em células MDA-

MB-231 e MCF-7

3.1.1 Avaliacio da actividade biolégica dos lipoplexos

Existem varios pardmetros que afectam as propriedades fisico-quimicas finais
dos lipoplexos e, consequentemente, os niveis de transfeccdo mediados por este tipo de
transportadores ndo virais de genes [133, 144, 235, 236]. A natureza dos lipidos
cationicos e dos lipidos auxiliares, bem como a proporcéo relativa entre lipido e DNA,
sdo dois exemplos de pardmetros cruciais que devem ser considerados na preparagdo
dos lipoplexos. Neste sentido, optou-se pela utilizacgdo da formulacio HSA-
EPOPC:Chol/DNA 4/1 (+/-). Em estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de
investigacdo, os lipoplexos preparados na razdo de carga de 4/1 (+/-) foram bem
caracterizados, tendo apresentado boa proteccdo do DNA, bem como os tamanhos mais
pequenos de entre as diferentes formulagdes testadas, um facto que ¢ atribuido ao
estabelecimento de forgas repulsivas entre as cargas positivas superficiais dos
lipoplexos, prevenindo a sua agregacdo [140]. A associagdo de HSA, apesar de resultar
no aumento da média dos didmetros dos complexos, provavelmente devido ao efeito de
neutralizacdo das cargas positivas dos complexos (conferidas pelo lipido EPOPC)
mediado pela HSA (que exibe carga negativa nef) [65, 159], demonstrou ser altamente
efectiva no aumento da actividade de transfeccdo, mesmo na presenga de soro. Isto
constitui uma grande vantagem em relacdo a grande parte dos sistemas lipidicos
catidnicos de entrega de material genético, cuja eficiéncia tende a diminuir

drasticamente na presenca de soro [140, 148, 226]. Estudos anteriores indiciam que a
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HSA parece actuar ao nivel de duas fases distintas da via endocitica, levanto ao
aumento da expressdo de transgenes: por um lado, promove a ligagdo dos lipoplexos a
membrana citoplasmatica e a sua internaliza¢do por endocitose, e, por outro lado,

facilita o escape do DNA dos endossomas [148, 161, 237, 238].
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Figura 12 — Efeito da vimblastina e do docetaxel na actividade biolégica dos lipoplexos HSA-
EPOPC:Chol/DNA em células MDA-MB-231 e MCF-7. Na presenca ou auséncia de diferentes
concentra¢des de docetaxel (Doc) ou de vimblastina (Vin), células MDA-MB-231 e MCF-7, que
foram cultivadas em placas de 48 pocos (0,75%10° e 0,4x10° células/cm’, respectivamente), foram
transfectadas com pLuc, perfazendo um total de 1ug de plasmideos por cada cm” de 4rea de pogo,
durante 4h, como descrito nos materiais ¢ métodos (2.7). A expressdo de luciferase foi determinada
48h apos o periodo de transfecgdo, através do ensaio de luciferase, como descrito nos materiais e
métodos (2.7). Para cada grafico, os resultados (média + desvio padrio) sdo apresentados como
unidades relativas de luz de luciferase por mg de proteina total (Luciferase RLU/proteina mg), de 1
ensaio representativo de, pelo menos 5 ensaios independentes (realizados em triplicado). A analise
estatistica foi realizada através de ANOVA de 1 via, combinada com o teste post-hoc de Tukey. Os
asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) correspondem a compara¢do dos valores de
Luciferase (RLU)/proteina (mg) das células transfectadas na presenga de diferentes concentragdes

de farmacos com os das células controlo (células transfectadas na auséncia de farmaco).
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Uma vez que um dos principais objectivos deste trabalho consistiu em avaliar a
morte de células tumorais resultante da combinacdo de pequenas quantidades de
vimblastina ou docetaxel com estratégias de terapia génica envolvendo a expressdo de
p53 e miR-1, investigou-se se estes farmacos anti-tumorais podem produzir algum
aumento da actividade de transfeccdo mediada pelos lipoplexos. Para tal proposito,
avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes de vimblastina e docetaxel na expressdo
de luciferase em células MDA-MB-231 e MCF-7, mediada por complexos HSA-
EPOPC:Chol/DNA preparados na razdo de carga de 4/1 (+/-), recorrendo ao ensaio de
luciferase (como descrito na seccdo 2.7), 48h apds o periodo de transfec¢do de 4h.
Como observado na Figura 12, a presen¢a dos agentes quimioterapéuticos resultou num
aumento substancial da actividade bioldgica dos complexos. Este efeito potenciador foi
dependente da concentragdo, sendo significativo (p<0,001) para a gama de
concentragdes 0,05-0,25uM, mas sempre com valores de transfec¢do mais elevados para
0,1uM de vimblastina nas células MDA-MB-231 (Figura 12—Al); enquanto para as
células MCF-7 o efeito potenciador foi maximo para 0,25uM de vimblastina (p<0,001)
(Figura 12-B1). Notavelmente, a estas concentragdes, a vimblastina é capaz de induzir
um aumento da actividade de transfec¢do de pelo menos 4 vezes para as células MDA-
MB-231 e MCF-7. Relativamente ao docetaxel, o perfil da potenciacdo da actividade de
transfeccdo, embora dependente da concentracdo, demonstra uma efectividade na
potenciacdo da actividade bioldgica (p<0,001) a partir da concentragdo de 0,05uM, com
o pico de expressdo de luciferase a ocorrer com 1uM de docetaxel nas células MDA-
MB-231 (Figura 12—A2). Por outro lado, nas células MFC-7, verificou-se que, apesar de
a potenciagcdo da actividade de transfec¢do comecar a ser significativa (p<0,001) com
0,01uM de docetaxel (Figura 12-B2), foi conseguido o menor nivel de potenciag¢do da

actividade bioldgica, atingindo aumentos de apenas 2-3 vezes, em média, para todas as

83



concentracgdes. Estes valores contrastam claramente com os das células MDA-MB-231,
que reflectem aumentos na actividade de transfec¢do na ordem das 6-9 vezes, quando na

presenca de docetaxel.

3.1.2 Avaliacdo da citotoxicidade induzida pela estratégia combinada entre
lipoplexos e farmacos

Uma das particularidades dos lipoplexos que pode afectar a sua actividade
biologica € o facto de a sua aplicagdo poder resultar em toxicidade [132]. No sentido de
monitorizar a citotoxicidade associada a combinagdo de lipoplexos com farmacos, foi
realizado o ensaio de Alamar Blue (como descrito na sec¢o 2.6), 48h apos o periodo de
transfeccdo de 4h e imediatamente antes de se proceder a avaliagdo dos niveis de
expressdo de luciferase.

Os resultados apresentados na Figura 13 revelaram que, para todas as situagdes
experimentais (Al, Bl, A2, B2) a interac¢do entre os factores transfec¢do e
concentragdo de firmaco ndo ¢é estatisticamente significativa, indicando que as
variagdes dos niveis de viabilidade celular dependem de apenas um dos factores. O
perfil de valores de viabilidade celular varia com as diferentes concentragdes de
farmaco, mas ndo entre células transfectadas e ndo transfectadas, isto é, para cada uma
das concentracdes de farmacos, a viabilidade celular entre células transfectadas e células
ndo transfectadas ndo ¢ estatisticamente diferente. Assim, pode concluir-se que a
combinagdo de lipoplexos e fdrmacos ndo resulta num aumento da citotoxicidade em
relacdo a que ¢ induzida apenas pela accdo dos farmacos. Embora todas as
concentragcdes de vimblastina ou docetaxel reduzam a viabilidade celular de forma
significativa em rela¢do as células nio tratadas com farmaco, verifica-se que os maiores

niveis de citotoxicidade ocorrem para concentragdes iguais ou superiores a 0,25uM de

84



vimblastina ou docetaxel, no caso das células MDA-MB-231 (Figura 13-Al1-2);
enquanto nas células MCF-7 a maior citotoxicidade se comeca a denotar para
concentragdes mais baixas: 0,1uM de vimblastina (Figura 13-Bl) e 0,05uM de

docetaxel (Figura 13—-B2).
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Figura 13 — Efeito da conjugacido de lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA com vimblastina ou
docetaxel na viabilidade de células MDA-MB-231 e MCF-7. Na presenca ou auséncia de
diferentes concentra¢des de docetaxel (Doc) ou de vimblastina (Vin), células MDA-MB-231 e MCF-
7, que foram cultivadas em placas de 48 pocos (0,75%10° e 0,4x10° células/cm’, respectivamente),
foram transfectadas com pLuc, perfazendo um total de 1pg de plasmideos por cada cm” de area de
pogo, ou ndo transfectadas, durante 4h, como descrito nos materiais ¢ métodos (2.7). A viadilidade
celular foi determinada 48h apos o periodo de transfecgdo, através do ensaio de Alamar Blue, como
descrito nos materiais ¢ métodos (2.6). Para cada grafico, os resultados (média + desvio padrio) sdo
apresentados como percentagem do controlo (células nfo transfectadas e nfo tratadas com farmaco),
de, pelo menos 3 ensaios independentes (realizados em triplicado). A andlise estatistica foi realizada
através de ANOVA de 2 vias, combinada com o teste post-hoc de Bonferroni. Os asteriscos (*
p<0,05, *** p<0,001) correspondem a comparac¢do dos valores de viabilidade das células ndo
transfectadas ou transfectadas na presenga de diferentes concentragdes de farmacos com os das

células transfectadas ou ndo transfectadas na auséncia de farmaco, respectivamente.
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Desta forma, cruzando os dados de potencia¢do da actividade bioldgica com os
de citotoxicidade, consideramos que a gama de concentragdes de firmaco mais
vantajosa em termos de aplicag@o em estratégias de terapia génica sera 0,05-0,25uM de
vimblastina ou docetaxel. Dentro desta gama, consideramos que a concentracdo de
0,1uM serda a que, de forma genérica, conjuga os niveis de citotoxicidade mais
aceitaveis com os niveis de maior potenciagdo de actividade bioldgica dos lipoplexos,
tendo sido, por isso, a concentragdo seleccionada para os estudos de actividade anti-

tumoral.

3.1.3 Avaliacio da eficiéncia de transfeccio através da quantificacio da
percentagem de células que expressam GFP em resultado da combinacao de
lipoplexos e farmacos
Com o intuito de analisar o efeito da presenca de vimblastina ou docetaxel na

eficiéncia de transfecc¢do, avaliou-se a percentagem de células MDA-MB-231 ¢ MCF-7

expressavam GFP, 48h apds terem sido transfectadas com lipoplexos HSA-

EPOPC:Chol/DNA preparados na razdo de carga de 4/1 (+/-), recorrendo ao ensaio de

citometria de fluxo (como descrito na sec¢do 2.7). Com base nos resultados

apresentados nas sec¢des anteriores, neste estudo, apenas foi avaliado o efeito das
concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,25uM de vimblastina e docetaxel. Como pode ser
observado na Figura 14, a formulagdo HSA-EPOPC:Chol/DNA 4/1 (+/-) permite, em

média, fazer expressar GFP em cerca de 40% das células MDA-MB-231 e MFC-7. A

presenca de docetaxel ou vimblastina durante o processo de transfec¢do promoveu um

aumento substancial do numero de células transfectadas. Nas células MDA-MB-231
esse aumento foi significativo (p<0,05) para as concentra¢des de 0,1 e 0,25uM de

vimblastina ou docetaxel, reflectindo-se num aumento para 55a 65% de células a
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Figura 14 — Efeito da vimblastina e do docetaxel na percentagem de células MDA-MB-231 e
MCF-7 transfectadas com lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA. Na presenca ou auséncia de
diferentes concentra¢des de docetaxel (Doc) ou de vimblastina (Vin), células MDA-MB-231 e MCF-
7, que foram cultivadas em placas de 12 pogos (0,75X105 e 0,4x10° células/cmz, respectivamente),
foram transfectadas com pGFP, perfazendo um total de 1pg de plasmideos por cada cm” de area de
poco, durante 4h, como descrito nos materiais ¢ métodos (2.8). A expressdo de GFP foi determinada
48h apds o periodo de transfecgdo, através de citometria de fluxo, como descrito nos materiais e
métodos (2.8). Para cada grafico, os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo de
duplicados, sendo representativos de, pelo menos trés ensaios independentes. A analise estatistica foi
realizada através de ANOVA de 1 via, combinada com o teste post-hoc de Tukey. Os asteriscos (*
p<0,05) correspondem & comparagdo das percentagens de células transfectadas na presenca de

farmaco com as percentagens das células transfectadas na auséncia de fairmaco.

expressarem GFP (Figura 14-A1-2). No que respeita as células MCF-7, o aumento da
percentagem de células transfectadas foi significativo (p<0,05) para as concentracdes de
0,05uM de vimblastina e 0,1 ¢ 0,25uM de vimblastina ou docetaxel. Comparativamente
as células MDA-MB-231, foi registada uma maior percentagem de células MCF-7 a

expressarem GFP, obtendo-se valores de 80 a 90% de células transfectadas (Figura 14—
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B1-2). O aumento da percentagem de células que expressavam GFP (Figura 14)
observados na presenca deste tipo de fiarmacos estd de acordo com estudos de
microscopia confocal do nosso grupo, realizados em células de adenocarcinoma
mamario de ratinho transfectadadas com a mesma formulagdo de lipoplexos na presenga
de 0,5uM de vimblastina [148]. Esta observagdo coaduna-se com os elevados niveis de
expressdo de luciferase (Figura 12) obtidos na presenga das mesmas concentracdes de

vimblastina ou docetaxel.

3.1.4 Discussio

Devido a sua simplicidade, facilidade de producdo em grande escala e baixa
resposta iminitaria, os complexos lipossomas catidnicos/DNA constituem uma
ferramenta promissora na entrega de genes terapéuticos em doengas que envolvam
factores genéticos, quer sejam hereditarias ou adquiridas. Contudo, a expressdo de
transgenes mediada por estes transportadores ndo virais ¢ ineficiente, especialmente in
vivo, sendo altamente influenciada pelas suas propriedades fisico-quimicas e pelas
barreiras que a célula apresenta ao processo de transfeccdo [133, 136, 144, 235, 236].
Neste contexto, a compreensdo e modulacdo desses parametros sdo cruciais para
desenvolver novas e eficientes estratégias ndo-virais de entrega de genes.

Virios estudos tém testado hipdteses para o melhoramento da capacidade de
lipoplexos mediarem a entrega intracelular de material genético. Alguns deles tém
objectivado a compreensdo do trafego intracelular de complexos de lipidos
cationicos/DNA, de forma a identificar as barreiras celulares que limitam a eficiente
entrega de genes a células alvo. Neste contexto, o aprisionamento endolisossomal dos
lipoplexos tem sido identificado como um dos factores mais limitantes da eficiéncia de

transfeccdo [131, 132, 214, 239].
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Neste trabalho, testou-se o potencial dos agentes destabilizadores dos
microtubulos vimblastina e docetaxel para o aumento da expressdo de transgenes
mediada por HSA-EPOPC:Chol/DNA preparados na razdo de carga de 4/1 (+/-), em
células MDA-MB-231 e MCF-7, provavelmente devido a diminui¢do do trafego
intracelular que conduz os lipoplexos até aos lisossomas. Assim, face a ampla aplicacdo
clinica de vimblastina e docetaxel, como agentes anti-cancerigenos, a entrega de
material genético mediada por lipoplexos na presenga destes farmacos podera constituir
uma eficiente estratégia anti-tumoral devido ao seguinte efeito duplo: aumento da
expressdo do transgene e actividade quimioterapéutica. Os resultados ilustrados nas
Figuras 12 e 14 revelam que a vimblastina e o docetaxel aumentam significativamente a
expressao de transgenes (luciferase e GFP) em células MDA-MB-231 e MCF-7, quando
usadas a concentra¢do de 0,05-0,5uM (Figura 13). A citometria de fluxo (Figura 14)
mostrou que que tal aumento da expressdo dos transgenes traduz quer os elevados niveis
de expressdo genética, quer a elevada percentagem de células transfectadas.

De acordo com estudos prévios realizados pelo nosso grupo [148], a potenciagao
da actividade de transfeccdo mediada por este tipo de firmacos ndo surgem como
resultado do aumento de ligagdo a membrana e internalizacdo dos lipoplexos. Esta
observagdo ¢ consistente com o ja documentado papel da actina, mais do que os
microtubulos, como elemento responsavel pela ligagdo inicial e internalizagdo dos
lipoplexos por endocitose [157, 240]. A vimblastina e o docetaxel provavelmente
aumentam a expressao dos transgenes através da diminui¢do do trafego intracelular que
conduz os endossomas contendo os lipoplexos até aos lisossomas, onde podem ser
degradados, e/ou da activagdo do factor nuclear NF-kB (factor de transcri¢do nuclear da
cadeia leve kappa de imunoglobulina de linfécitos B) e consequente aumento da

transcricdo dos transgenes [184-186, 241-244]. Pode sugerir-se que a alteracdo do

89



normal funcionamento dos microtibulos resulta na rdpida libertacdo (escape) dos
lipoplexos da via endocitica, com base em dados que mostram a baixa acumulagido dos
lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA na via endolisossomal na presenca de vimblastina

[148].

3.2 Efeito da vimblastina e do docetaxel na potenciacio da actividade
antitumoral induzida pela expressao de p53 e miR-1 mediada por lipoplexos
HSA-EPOPC:Chol/DNA em células MDA-MB-231 e MCF-7
O principal objectivo deste trabalho foi avaliar o potencial terapeutico resultante

da combinag¢do de duas estratégias anti-tumorais: terapia génica envolvendo a expressdo

de p53 e miR-1 e a quimioterapia convencional. Neste sentido, células MDA-MB-231 e

MCF-7 foram tratadas com vimblastina ou docetaxel (agentes quimioterapéuticos) ou

transfectadas com lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA (4/1) (+/-) contendo os

plasmideos pp53/GFP e pmiR1, na presenca (terapia combinada) ou auséncia de 0,1pM
de vimblastina ou docetaxel.

Os primeiros resultados mostraram que, quer na presenga quer na auséncia de
farmaco, a transfec¢do realizada com os lipoplexos contendo os plasmideos terapéuticos
(pp5S3/GFP e pmiR-1, isoladamente ou em combinagdo) numa quantidade
correspondente a 1pg de plasmideo/cm” de 4rea de pogo ndo resultou numa diminuigdo
significativa da viabilidade celular em relacdo ao controlo (células transfectadas com a
quantidade de complexos correspondente a 1pg de pLuc ou pGFP/cm® de area de pogo).
Por esse motivo, passou a ser usado um racio total de 2pg de pDNA/cm® de 4rea de
poco. Recorrendo ao ensaio de luciferase, este rdcio mostrou resultar num aumento
significativo da expressdo de luciferase em relagio a propor¢io de 1pg de pDNA/cm®

de area de poco, com uma citotoxicidade acrescida de 10 a 20% (dados ndo mostrados).

90



3.2.1 Avaliacido da viabilidade celular apods aplicacio da estratégia terapéutica
envolvendo a combinacdo da expressio de p53 e miR-1 com os farmacos
vimblastina ou docetaxel
Os resultados apresentados na Figuras 15 e 16 revelaram que a citotoxicidade

induzida ¢ substancialmente superior para as estratégias que combinam terapia génica

com quimioterapia, revelando o forte potencial das estratégias anti-tumorais que
combinadas. A citotoxicidade das estratégias mostrou também ser dependente do tempo
de incubag¢do apds o periodo de transfec¢do de 4h, facto que foi mais evidente no caso
das estratégias combinadas entre fdrmacos e lipoplexos. De uma forma geral, a maior

reducdo de viabilidade celular de MDA-MB-231 ¢ MCF-7 foi obtida as 72h apos o

periodo de transfeccdo (Figuras 15 e 16), sendo mais pronunciada nas células MDA-

MB-231 (Figura 15).

As células MDA-MB-231, na auséncia de fArmaco, apresentaram 60% de morte
celular (p<0,001), 72h apods terem sido transfectadas com os plasmideos pp53/GFP e
pmiR-1; enquanto células tratadas apenas com vimblastina ou docetaxel apresentaram
niveis de morte na ordem dos 33% e 22%, respectivamente, estatisticamente
considerados como ndo sendo significativos (Figura 15). No entanto, para células que
foram transfectadas com os plasmideos pp53/GFP e pmiR-1 na presenca de vimblastina
ou docetaxel (terapia combinada), 72h de incubagdo apoés o periodo de transfeccio,
mostraram niveis médios de morte celular de 85% e 93%, respectivamente (p<0,001)
(Figura 15).

Paralelamente (para as mesmas 72h apds o processo de transfec¢do), células
MDA-MB-231 transfectadas com os plasmideos nio terapeuticos (pGFP e pLuc) na
auséncia de farmaco demonstraram niveis de citotoxicidade na ordem dos 24%, que

aumentaram, significativamente para 38 e 56%, quando a mesma transfec¢do foi
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realizada na presenga de vimblastina ou docetaxel, respectivamente (Figura 15).
Comparando com estes controlos directos, a citotoxicidade presente em células
transfectadas com os plasmideos pp53/GFP e pmiR-1 na presenca de vimblastina ou
docetaxel atingiu valores cerca de 2 vezes superiores (p<0,001). Com muito menor
extensdo de citotoxicidade absoluta, também o niveis de toxicidade celular presentes em
células 72h apods terem sido transfectadas com os plasmideos pp53/GFP e pmiR-1 na
auséncia de farmacos (60%) se apresentaram cerca de 2,5 vezes superiores aos niveis de
citotoxicidade correspondentes as células que foram transfectadas com os plasmideos
ndo terapéuticos (pGFP e pLuc) na auséncia de farmaco (24%) (Figura 15).

De ressalvar ¢ ainda o facto de, na presenca de vimblastina ou docetaxel, os
niveis de citotoxicidade em células MDA-MB-231 transfectadas com os plasmideos
pp353/GFP ¢ pmiR-1 (lpg de cada/cm®) (85% e 93% para vimblastina e docetaxel,
respectivamente) serem significativamente superiores (p<0,001) aos niveis de
citotoxicidade provocados pela combinacdo de farmaco e transfeccdo com cada um
desses plasmideos isoladamente (em combinagdo com um plasmideo ndo terapéutico,
lpg de cada/cm®) que, ndo diferindo estatisticamente entre si, induzem niveis de
citotoxicidade de 60 e 72% para vimblastina e docetaxel, respectivamente (Figura 15).
Interessante foi também observar que a combinagdo de pmiR-1 e pp53/GFP foi capaz de
induzir mais citotoxicidade (p<0,001; com excep¢do da condicdo de transfec¢do com
2pg pmiR-1/cm’, na presenga de vimblastina p<0,01) do que a mesma quantidade de
material terapéutico (2pg/cm?) de cada um dos plasmideos isoladamente (Figura 15).

Estes resultados sugerem, assim, que o efeito anti-tumoral é potenciado pela
combinagdo de vimblastina ou docetaxel com a terapia génica e pela combinacdo de

diferentes plasmideos (pmiR-1 e pp53/GFP).
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Figura 15 — Avaliaciio da actividade anti-tumoral induzida pela accio combinada de miR-1,
P53 e vimblastina ou docetaxel, em células MDA-MB-231. Na presencga ou auséncia de 0,1uM de
docetaxel (Doc) ou de vimblastina (Vin), células MDA-MB-231 foram cultivadas em placas de 48
pogos (0,75x10° células/cm?) e transfectadas com diferentes combinagdes de plasmideos, perfazendo
um total de 1 ou 2pg de plasmideos por cada cm” de 4rea de pogo, durante 4h, como descrito nos
materiais ¢ métodos (2.9). A viabilidade celular foi determinada 24, 48 e 72h apods o periodo de
transfeccdo, através do ensaio de Alamar Blue, como descrito nos materiais ¢ métodos (2.6). Os
resultados (média £ desvio padrdo) sdo apresentados como % do controlo (células ndo transfectadas,
sem farmaco), de 1 ensaio que mostra a tendéncia do perfil de viabilidade celular de 3 ensaios
independentes (realizados em triplicado). A analise estatistica foi realizada através de ANOVA de 2
vias, combinada com o teste post-hoc de Bonferroni. As diferentes compara¢des multiplas foram

efectuadas individualmente para cada um dos grupos: sem farmaco; com 0,1uM Vin; (Continua —)
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(Continuagdo —) com 0,1uM Doc. Os asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) correspondem
a comparagdo dos valores de viabilidade das células transfectadas com as diferentes combinagdes de
plasmideos com os valores de viabilidade das células ndo transfectadas. Os cardinais (# p<0,05, ##
p<0,01, ### p<0,001) correspondem a comparagdo das células transfectadas com 1pg pmiR-1 ou
1pg pp53/GFP com as células transfectadas com 1pg pLuc. Os simbolos de adigdo (+ p<0,05, ++
p<0,01, +++ p<0,001) correspondem a comparagdo das células transfectadas com 2pug pmiR-1 ou
2png ppS3/GFP com as células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pGFP. As aspas angulares duplas
(« p<0,05, «« p<0,01, ««« p<0,001) correspondem a comparagio entre células consfectadas com 1pg
pLuc + 1pg pmiR-1 ou 1pg pLuc + 1ug pp53/GFP com células transfectadas com 1pg pmiR-1 +
1pg pp53/GFP. Os acentos circunflexos ( p<0,05, " p<0,01, " p<0,001) correspondem a
comparacdo de células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pGFP, 2pg pmiR-1 ou 2pg ppS3/GFP
com células transfectadas com 1pg pmiR-1 + 1pg ppS3/GFP. Os tridngulos (A p<0,05, AA p<0,01,
AAA p<0,001) correspondem a comparagdo entre células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pmiR-1
ou lpg pLuc + 1pg pp53/GFP com células transfectadas com 1pg pLuc + 1ug pGFP. As aspas
angulares simples (< p<0,05) correspondem a comparagdo entre células transfectadas com 1pg pLuc

+ 1pg pmiR-1 com células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pp53/GFP.

Acreditamos que os indesejaveis valores de citotoxicidade das condig¢des
controlo que contemplam a transfec¢do com plasmideos ndo terap€uticos possam dever-
se a ja comprovada possibilidade de elevados niveis de expressdo de GFP poderem
induzir citotoxicidade nas células, embora os mecanismos adjacentes a este efeito ndo
sejam claros [245, 246]. Esta limitagdo para o ensaio poderd ser ultrapassada
recorrendo-se & utilizagdo de plasmideos com a mesma construcdo de backbone, mas
vazios. Nao considerando os niveis de citotoxicidade associados ao sistema de
transporte de material genético na preseng¢a dos farmacos (indicados pelos controlos
com células transfectadas com pGFP e pLuc), a combinacdo das duas estratégias
terapéuticas (terapia génica e quimioterapia) ndo originou um efeito sinergético, porém
resultou num notavel efeito aditivo, aumentando significativamente a citotoxicidade
para as células.

As células MCF-7 transfectadas na auséncia de farmaco sé apresentam

diminui¢des da viabilidade celular, em relagdo as células ndo transfectadas, 72h apos o
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(Continuagdo —) com 0,1uM Doc. Os asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) correspondem
a comparagdo dos valores de viabilidade das células transfectadas com as diferentes combinagdes de
plasmideos com os valores de viabilidade das células ndo transfectadas. Os cardinais (# p<0,05, ##
p<0,01, ### p<0,001) correspondem a comparagdo das células transfectadas com 1pg pmiR-1 ou
1pg pp53/GFP com as células transfectadas com 1pg pLuc. Os simbolos de adigdo (+ p<0,05, ++
p<0,01, +++ p<0,001) correspondem a comparagdo das células transfectadas com 2pug pmiR-1 ou
2png ppS3/GFP com as células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pGFP. As aspas angulares duplas
(« p<0,05, «« p<0,01, ««« p<0,001) correspondem a comparagio entre células consfectadas com 1pg
pLuc + 1pg pmiR-1 ou 1pg pLuc + 1ug pp53/GFP com células transfectadas com 1pg pmiR-1 +
1pg pp53/GFP. Os acentos circunflexos ( p<0,05, " p<0,01, " p<0,001) correspondem a
comparacdo de células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pGFP, 2pg pmiR-1 ou 2pg ppS3/GFP
com células transfectadas com 1pg pmiR-1 + 1pg ppS3/GFP. Os tridngulos (A p<0,05, AA p<0,01,
AAA p<0,001) correspondem a comparagdo entre células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pmiR-1
ou lpg pLuc + 1pg pp53/GFP com células transfectadas com 1pg pLuc + 1ug pGFP. As aspas
angulares simples (< p<0,05) correspondem a comparagdo entre células transfectadas com 1pg pLuc
+ 1pg pmiR-1 com células transfectadas com 1pg pLuc + 1pg pp53/GFP.

periodo de transfeccdo, mas, em média, a citotoxicidade ndo ultrapassa os 10% e
praticamente ndo existem diferencas na viabilidade celular entre as diferentes condigdes
experimentais de transfec¢do (Figura 16). Os niveis de citotoxicidade induzidos pela
transfeccdo na presenca de farmaco, com os plasmideos pp53/GFP e pmiR-1, 72h apos
o periodo de transfeccdo, foi mais denotada para docetaxel (70%) do que para
vimblastina, que apesar de contribuir para uma redugdo significativa (p<0,001) da
viabilidade celular em relagdo as células transfectadas com os plasmideos ndo
terapéuticos pGFP e pLuc (26% de citotoxicidade), a combinagdo deste firmaco com
pS3/GFP e pmiR1 resultou apenas em 37% de citotoxicidade (Figura 16). Estes valores
foram claramente inferiores aos observados nas células MDA-MB-231 (Figura 15). De
grande relevancia, foi também o facto de, 72h apds o periodos de transfec¢do, células
transfectadas com os plasmideos pp53/GFP e pmiR-1, na presenca de docetaxel, ndo

apresentarem um nivel de citotoxicidade (70% de citotoxicidade) significativamente

mais elevado do que aquele verificado em células transfectadas com os plasmideos ndo
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terapéuticos (pGFP e pLuc), na presenca do mesmo farmaco (62% de morte celular)
(Figura 16).

Comparativamente com as cé¢lulas MDA-MB-231, as MCF-7 parecem ser mais
resistentes ao processo de transfec¢do, o que € indiciado pelos baixos niveis de
citotoxicidade (0-6%) associados as condi¢des de transfeccdo com pLuc e pGFP na

auséncia de farmaco, verificados 24, 48 e 72h apds o periodo de transfec¢do (Figura

16).

3.2.2 Avaliacido dos niveis de expressdo de miR-1 e p53 obtidos apés transfeccio
na presenca de docetaxel

Os niveis de morte celular, de uma forma geral, foram mais pronunciados para
ambas as linhas celulares na presenca de docetaxel, pelo que, nesta fase do estudo, se
optou por comegar a avaliagdo dos niveis de expressdo de miR-1 e p53 na auséncia ou
presenga deste farmaco.

Em nenhum ensaio realizado foi possivel detectar os niveis basais de expressao
de miR-1 nas células controlo (células ndo transfectadas, sem firmaco), com as quais
todas as restantes condi¢des devem ser calculadas. Desta forma, considerou-se que para
tal condicdo, os niveis de miR-1 correspondem empiricamente a 1. Os valores das
restantes condi¢des experimentais foram calculadas normalmente, usando o método de
Pfaffl, indicando o nimero de vezes que a expressdo aumenta em relagdo ao valor
empirico das células controlo. Embora ao método estejam associados alguns erros
inespecificos, este permitiu ter uma aproximag¢do do aumento na expressdo do
microRNA.

Na Figura 17, ¢ visivel que as células MDA-MB-231 apresentam um aumento

significativo (p<0,001) da expressdo de miR-1 em relagdo as células ndo transfectadas,

97



MDA-MB-231 MCF-7

Sem farmaco 0,1uM Doc Sem farmaco 0,1uM Doc
#82
|
20004 " 2000 - . ass
1800 e 1800
< 1600 4 288 et - 1600 4 =
% 1400 % 1400 4 EXT]
& . 12001 % & . 1200
3 3
2 S 1000 S S 1000 !
82 8004 @2 8004
gg 600 - é% 600
ST 400 . I A < 400 ns
- 200+ - - 20041 L
I =7 F =
H H
0 nd nd nd nd nd 0 1 nd nd nd nd nd na nd nd

Q S SRS Q & o B $i N & » F >Ry K
@aé‘&%éﬁ‘q‘ & & @&qvéé‘\“V‘ é, éé*é‘qqué
\:> ) T ,\\\ ) é’ & O g §> o ,\\9 q’? o ,\\9 @ RCIEC)
S a® o W F & o \g x x £ o o a® oF N
o&‘ égz gk Q;\ égz @ﬁé‘ & e ég R 0&‘ ég v oR ng PR \6‘ QQ ™, & R
SR AN &\ Q £ o n" & N
& P S EES® & “f?é*‘« o S FESF® & Q?é‘gc
3 \\\c)\\\c) & \@\\\Q < \\S)'\*‘gq (¢4 \\\Q\\\Q

Figura 17 — Avaliaciio dos niveis de expressio de miR-1 em células MDA-MB-231 e MCF-7
48h apoés transfeccio com lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA, na presenca ou auséncia de
docetaxel. Na presenca ou auséncia de 0,1uM de docetaxel (Doc), células MDA-MB-231 ¢ MCF-7,
que foram cultivadas em placas de 6 pogos (0,75x10° e 0,4x10° células/cm’, respectivamente),
foram transfectadas com diferentes combina¢des de plasmideos, perfazendo um total de 2pg de
plasmideos por cada cm® de 4rea de pogo, durante 4h, como descrito nos materiais e métodos (2.10).
A avaliacdo foi realizada 48h ap6s o periodo de transfec¢do, como descrito nos materiais ¢ métodos
(2.11 e 2.12). Os niveis de miRNA foram determinados seguindo o método de Pfaffl para a
quantificacdo relativa de miRNA na presenca dos genes alvo (miR-1) e de referéncia (snord44) com
diferentes eficiéncias de amplificag@o. Os resultados sdo apresentados como valores de expressdo
relativa em relagdo aos niveis de expressio de miR-1 basais nas células ndo transfectadas e sem
farmaco (que foram empiricamente considerados como 1). Os resultados (média + desvio padrio)
resultam de um ensaio representativo, efectuado em duplicado. A andlise estatistica foi realizada
através de ANOVA de 2 vias, combinada com o teste post-hoc de Bonferroni. As diferentes
comparagdes multiplas foram efectuadas individualmente para cada um dos grupos: sem farmaco e
com 0,1uM Doc. Os asteriscos (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001) correspondem & comparacdo dos
valores de expressdo relativa de miR-1 em relagdo as células ndo transfectadas. Os cardinais (#
p<0,05, ### p<0,001) correspondem a comparagéo dos valores de expressdo relativa de miR-1 entre
células transfectadas com 1pg pmiR-1 + 1pg pLuc e células transfectadas com 1pug pmiR-1 + 1pg

ppS3/GFP. Os sinais de adi¢do (+ p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001) correspondem a (Continua —)
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(Continua¢do —) compara¢do dos valores de expressdo relativa de miR-1 entre células
transfectadas com 2pg pmiR-1 e células transfectadas com 1pg pmiR-1 + 1pug pLuc. Os acéntos
circunflexos (* p<0,05, " p<0,001) correspondem a comparagdo dos valores de expressdo relativa
de miR-1 entre células transfectadas com 2pug pmiR-1 e células transfectadas com 1pg pmiR-1 +
1pg ppS3/GFP. As siglas apresentadas sdo indicadas para resultado ndo apresentado (na), resultado

ndo significativo (ns) e niveis de miR-1 nio detectados (nd).

para as condi¢des de transfeccdo com o plasmideo pmiR-1, na auséncia ou presenca de
docetaxel; com excepcdo das células transfectadas com 1 pg pmiR-1 em combinacdo
com lpg pp53, na presenca de docetaxel, que tiveram um aumento da expressdo do
microRNA menos pronunciado (p<0,05). Nas células MCF-7, o perfil de expressdo foi
semelhante, contudo, os aumentos dos niveis de miR-1 nem sempre foram
significativos, como se verificou na condi¢do em que células foram transfectadas com 1
pg pmiR-1 e 1pg pp53, na auséncia de docetaxel.

Para ambas as linhas celulares, é perceptivel que a transfec¢do na presenga do
farmaco produz um difernte perfil de expressdo do miR-1 para as diferentes condi¢des
de transfec¢do (Figura 17). Quando na auséncia de docetaxel, células MDA-MB-231 e
MCF-7 transfectadas com lpug de pmiR-1 (em combinacdo com lpg de pLuc)
expressam maior quantidade do microRNA do que quando transfectadas com 2ug de
pmiR-1 (p<0,01 e p<0,05, respectivamente). Mas, curiosamente, os valores de
expressdo do miR-1 sdo consideravelmente mais baixos do que os obtidos em células
transfectadas com Ipg de pmiR-1 em combinag¢do com 1ug de pLuc, quando a mesma
quantidade de pmiR-1 (1pg) ¢ transfectada em combinagdo com 1pug de pp53 (p<0,001
para ambas as linhas celulares). Por outro lado, quando na persen¢a de docetaxel, a
transfec¢do com 2ug de pmiR-1 induz os maiores niveis de expressdo do microRNA,

pelo menos nas células MDA-MB-231 (p<0,001). Nas células MCF-7, ndo foi possivel
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apresentar os resultados para esta condi¢do experimental, condicionando algum tipo de
comparagoes.

No que respeita aos niveis de mRNA de p53, de uma forma genérica, a Figura
18 revela que, nas células MDA-MB-231, esses foram largamente superiores aos
obtidos nas células MCF-7. Na figura 18, é possivel observar que as células MDA-MB-
231 apresentam um aumento significativo dos niveis de mRNA da p53 em relagdo as
células ndo transfectadas, para as condi¢des de transfeccdo com o plasmideo pp53, na
auséncia ou presenca de docetaxel. Nas células MCF-7, esse aumento também foi
verificado, mas nem sempre foi significativo, como se verificou, curiosamente, na
condi¢do em que células foram transfectadas com 2pug pp53, na auséncia de docetaxel.

Para ambas as linhas celulares, ¢ perceptivel que a presenca de farmaco durante
o processo de transfec¢do induz um perfil de expressdo de p53 diferente para as varias
condi¢des de transfeccdo, verificando-se que a presenca de docetaxel potencia a
expressdo de p53 (Figura 18). Quando na auséncia de farmaco, em células MDA-MB-
231 e MCF-7 transfectadas com 1ug de pp53, os niveis de mRNA ndo diferiram entre
as condi¢des em que a transfec¢@o foi combinada com 1pg de pLuc ou 1pg de pmiR-1.
No entanto, na presenca de docetaxel, quando a transfec¢do combina 1ug de pp53 com
Ing de pmiR-1, os niveis de mRNA de p53 sdo significativamente superiores (p<0,001)
aos detectados nas condi¢des de transfeccdo que combinam lpg de pp53 com lpg de
plasmideo controlo, também em ambas as linhas celulares (Figura 18). Além disso, os
valores de expressdo de p53 obtidos em células MDA-MB-231 transfectadas com 2pg
de pp53, na auséncia ou presenca de farmaco, foram significativamente superiores
(p<0,001) aos niveis de p53 obtidos nas condi¢des de transfeccdo com apenas lug de
pp53; enquanto, curiosamente, nas células MCF-7 se verificou precisamente o oposto

(Figura 18).
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Figura 18 — Avaliacdo dos niveis de expressdo de p53 ao nivel do mRNA, em células MDA-MB-
231 e MCF-7 48h apoés transfeccio com lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA, na presenca ou
auséncia de docetaxel. Na presenga ou auséncia de 0,1uM de docetaxel (Doc), células MDA-MB-
231 ¢ MCF-7, que foram cultivadas em placas de 6 pogos (0,75x10° e 0,4x10° células/cnr’,
respectivamente), foram transfectadas com diferentes combinacdes de plasmideos, perfazendo um
total de 2pg de plasmideos por cada cm” de 4rea de pogo, durante 4h, como descrito nos materiais e
métodos (2.10). A avaliagdo foi realizada 48h ap6s o periodo de transfecgdo, como descrito nos
materiais ¢ métodos (2.11 e 2.13). Os niveis de p53 foram determinados seguindo o método de Pfaffl
para a quantificagfo relativa de miRNA na presenca dos genes alvo (p53) e de referéncia (HPRT1)
com diferentes eficiéncias de amplificagdo. Os resultados sdo apresentados como valores de
expressdo relativa em relagdo aos niveis de expressdo de p53 basais nas células ndo transfectadas e
sem farmaco. Os resultados (média + desvio padrdo) resultam de um ensaio representativo,
efectuado em duplicado. A andlise estatistica foi realizada através de ANOVA de 2 vias, combinada
com o teste post-hoc de Bonferroni. As diferentes comparagdes multiplas foram efectuadas
individualmente para cada um dos grupos: sem farmaco ¢ com 0,1pM Doc. Os asteriscos (* p<0,05,
*#% p<0,001) correspondem a comparacdo dos valores de expressdo relativa de p53 em relagdo as
células ndo transfectadas. As aspas angulares duplas (««« p<0,001) correspondem a comparagio
entre células transfectadas com 1pg ppS3/GFP + 1pg pLuc com células transfectadas com 1ug
pmiR-1 + 1pg ppS3/GFP. Os acentos circunflexos (* p<0,05, " p<0,001) correspondem a
comparagdo de células transfectadas com 2ug ppS53/GFP ou 1pg pGFP + 1pg pLuc com células
transfectadas com 1pg pmiR-1 + 1pg ppS3/GFP. As siglas apresentadas s3o indicadas para resultado

ndo apresentado (na), resultado ndo significativo (ns) e niveis de miR-1 ndo detectados (nd).
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A Figura 19 apresenta os niveis de proteina p53 em células MDA-MB-231 e
MCF-7. Se comparadas com as células transfectadas com plasmideos controlo, na
auséncia de fAirmaco, as células MDA-MB-231 transfectadas com 2pug de pp53 ou com
Ipg de pp53 em combinagdo com Ipg de pmiR-1 apresentam niveis de proteina
significativamente superiores (p<0,05), apesar de nesta linha celular ndo se verificaram
variacdes estatisticamente significativas quando os niveis de proteina das diferentes
condigdes de transfeccdo sdo comparados com células ndo transfectadas. Assim, os
elevados niveis de mRNA ndo parecem corresponder proporcionalmente a uma traducdo
em proteina p53. Tais resultados sugerem a existéncia de algum mecanismo de
regulacdo pos-transcripcional. Contudo, se comparadas com as células transfectadas
com plasmideos controlo, na auséncia de farmaco, as células MDA-MB-231
trasnfectadas com 2pug de pp53 ou com 1pg de pp53 em combinagdo com 1ug de pmiR-
1 apresentam niveis de proteina significativamente superiores (p<0,05). Nas células
MCF-7 (Figura 19), na auséncia de farmaco, embora se verifique um aumento relativo
da expressdo da proteina p53 nas condig¢des de transfeccdo em relagdo as células ndo
transfectadas, esse aumento so ¢ realmente significativo (p<0,01) para as células que
foram transfectadas com 2ug de pp53. Quando na presenca de docetaxel, as células
MCF-7 transfectadas com 2ug de pp53 ou com lug de pp53 em combinagdo com 1ug
de pLuc apresentam maiores niveis de proteina p53 em compara¢do com células ndo
transfectadas (p<0,05 e p<0,01, respectivamente); o mesmo acontece quando a
comparacdo ¢ feita com células transfectadas com plasmideos controlo (Figura 19).
Porém, contrariando esta tendéncia, na presenga de docetaxel, lug de pp53 em
combingdo com lug de pmiR-1 ndo conduz a um similar aumento dos niveis de

proteina p53 em células MCF-7 (Figura 19), indicando a provavel existéncia de um
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mecanismo de controlo pds-transcripcional, onde o miR-1 podera desempenhar alguma

possivel fungio.
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Figura 19 — Avaliacdo dos niveis de expressido da proteina p53, em células MDA-MB-231 e
MCF-7 72h apos transfeccio com lipoplexos HSA-EPOPC:Chol/DNA, na presenca ou auséncia
de docetaxel. Na presenca ou auséncia de 0,1uM de docetaxel (Doc), células MDA-MB-231 e
MCF-7, que foram cultivadas em placas de 6 pocos (0,75x10°e 0,4x10° células/cnr’,
respectivamente), foram transfectadas com diferentes combinacdes de plasmideos, perfazendo um
total de 2pg de plasmideos por cada cm” de 4rea de pogo, durante 4h, como descrito nos materiais e
métodos (2.10). A avaliagdo foi realizada 72h apoés o periodo de transfec¢@o, como descrito nos
materiais e métodos (2.14). (A) Gel representativo (n=2), mostrando os niveis de expressdo de p53 e
p53/GFP. (B) Os dados (média + desvio padrdo), resultantes de dois ensaios independentes,
representam as densidades de banda correspondente a p53 total (pS3 + p53/GFP), normalizadas com
actina e apresentadas como percentagem do controlo (células ndo transfectadas e sem fairmaco). A
analise estatistica foi realizada através de ANOVA de 2 vias, combinada com o teste post-hoc de
Bonferroni. As diferentes comparagdes multiplas foram efectuadas individualmente para cada um
dos grupos: sem farmaco e com 0,1uM Doc. Os asteriscos (* p=0,05, ** p=0,01) correspondem a

comparagio dos valores de expressdo relativa de p53 em relagdo as células ndo (Continua —)
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(Continuacgdo —) transfectadas. Os simbolos de adi¢do (+ p<0,05) correspondem a comparagdo das
células transfectadas com 2pg pp53/GFP com as células transfectadas com 1pg pGFP + 1ug pLuc.
Os acentos circunflexos (*p<0,05) correspondem a comparac¢do de células transfectadas com 1pg
pGFP + 1pg pLuc com células transfectadas com 1pg pmiR-1 + 1pg pp53/GFP. Os tridngulos (AA
p<0,01) correspondem & comparagdo entre células transfectadas com 1pg pp5S3/GFP + 1pg pLuc
com células transfectadas com 1pg pGFP + 1pg pLuc. Os circulos (= p<0,05) correspondem a
comparagdo entre células transfectadas com 2pg pp53 com células transfectadas com 1ug pp53 +

1ug pLuc.

3.2.3 Discussido

A accdo combinada de terapia génica com agentes de quimioterapia, para o
tratamento de cancro, pode nio so resultar no aumento dos niveis de expressdo dos
transgenes, como também na interac¢do terapéutica ao nivel das cascatas de sinalizacdo
metabdlica activadas por esses genes e farmacos, que eventualmente conduzirdo a morte
celular. A sinergia (ou antagonismo) entre dois tipos e tratamento ¢ um fendémeno
empirico, no qual o efeito observado da combinagdo ¢ mais (ou menos) do que o que
seria previsto a partir dos efeitos de cada um actuando individualmente. Embora a
sinergia observada in vitro possa nio ser directamente demonstravel na pratica clinica,
ela faz prever a potencialidade da combinacdo de duas terapias. Um efeito aditivo, a par
do sinergistico, faz também prever um resultado favoravel quando as duas terapias sdo
combinadas, contrariamente a um efeito antagonista que alerta para futuros problemas.
Neste contexto, um dos principais objectivos deste trabalho consistiu no
desenvolvimento de uma nova estratégia terapéutica, envolvendo a sobreexpressido de
p53 e miR-1 combinada com o uso de baixas concentragdes de docetaxel ou

vimblastina, que produzisse uma ac¢io antitumoral elevada.
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A vimblastina ou o docetaxel em combinag@o com a co-expressio de p53 e miR-
1 apresentaram uma eficécia significativamente superior a verificada nas condigdes de
tratamento onde a vimblastina ou o docetaxel foram combinados com p53 ou miR-1,
isoladamente, que mostraram niveis de citotoxicidade semelhantes aos obtidos na
situacdo controlo correspondente (onde a vimblastina e o docetaxel foram combinados
com lipoplexos contendo plasmideos controlo). Contudo este efeito apenas se verificou
em células que expressam a proteina p53 mutante em larga escala, as MDA-MB-231
[231]. Nas células MCF-7, que expressam a proteina p53 wild-type (wt) em baixos
niveis [231], a combinacdo ndo foi capaz de induzir maiores niveis de citotoxicidade do
que as condigdes controlo; mas, de salientar ¢ o facto de nunca se ter verificado um
efeito antagonista entre os dois fAirmacos e a expressdo de p53 e/ou miR-1. Os valores
de citotoxicidade observados nas condi¢des controlo que contemplam a transfec¢do com
plasmideos ndo terapéuticos podem dever-se a ja comprovada possibilidade de elevados
niveis de expressio de GFP induzirem citotoxicidade nas células, embora os
mecanismos adjacentes a este efeito ndo sejam claros [245, 246]. Esta constatacio
indesejavel pode mascarar resultados e condicionar a interpretacio dos dados,
contribuindo para uma incorrecta depreciagdo do sucesso da estratégia combinada
proposta neste trabalho. Esta limitagdo podera, eventualmente ser ultrapassada
recorrendo-se 4 utilizagdo de plasmideos vazios, com a mesma constru¢do de backbone,
que potencialmente serdo mais inertes.

Num estudo de Nielsen, Lipari [247], onde testaram a ac¢do combinada entre
p53 e paclitaxel em células de cancro da mama (MDA-MB-231), associam fortemente o
efeito sinergistico do tratamento ao facto de o fAirmaco poder aumentar o numero de

células transduzidas com a p53. Mas claramente ndo se pode disssociar o efeito
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terapéutico das possiveis interaccdes entre, neste caso, a p53 e eventos down-stream
desencadeados pelo fArmaco, ou mesmo da actuagdo da proteina p53 em alvos directos.

Apesar da clara ligagdo com o mecanismo mitdtico, a apoptose tem sido
geralmente aceite como um mecanismo de morte celular em resposta a quimioterapia
com taxanos (como o docetaxel), ou alcaloides da vinca (como a vimblastina) [248,
249]. Mas, por outro lado, altera¢des nos produtos de genes como Bcl-2, p21 e p53 t€ém
sido sugeridos como promotores da resisténcia a terapéutica de indugdo de apoptose em
cancro da mama [250]. Por exemplo, células MDA-MB-231 apresentam p53 mutada; e
as células MCF-7 e MDA-231-MB sdo parcialmente resistentes a apoptose devido a
sobre-expressdo de produtos de inibicdo de apoptose da familia Bel-2 e a defeitos na
caspase-3, no caso particular das células MCF-7 [251, 252]. Neste sentido, fazer
expressar a proteina p53 wt, ou inibir a proteina Bcl-2 em combinagdo com farmacos
poderé constituir uma chance para inducdo apoptdtica neste tipo de células. Além da
proteina p53 poder genericamente reduzir a expressdo de Bcl-2 [253], também o miR-1
mostrou ser um inibidor pos-transcripcional da Bcl-2 em cardiomidcitos [210]. Este
facto pode explicar os niveis de citotoxicidade da estratégia terapéutica combinada
testada neste estudo, nas células MDA-MB-231, uma vez que p53 e miR-1 podem,
conjuntamente, contribuir para a inibi¢do da actividade anti-apoptotica de Bcl-2 e,
assim, reduzir a viabilidade celular das células tratadas com ambos os plasmideos e até
aumentar a sensibilidade ao tratamento com os farmacos [254].

Contudo, os resultados mostrados na Figura 19 ndo sdo totalmente concordantes
com esta teoria. Apesar dos elevados niveis d¢ mRNA de p53 mostrados na Figura 18,
algum mecanismo parece exercer um controlo pds-transcripcional sobre a p53, fazendo
com que ndo se verifique o aumento efectivo de proteina p53 nas células MDA-MB-

231, bem como em algumas condi¢des nas células MCF-7. Uma possivel justificagcido
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para tal acontecimento poderd estar relacionada com a regulagdo da p53 exercida pela
fosfolipase D (PLD) e pela ligase de ubiquitina E3 (MDM?2). As células MDA-MB-231
apresentam elevados niveis de actividade de PLD que origina um sinal de sobrevivéncia
capaz de suprimir a apoptose [255-257]. Ja foi mostrado que a elevada actividade de
PLD em células MCF-7 é capaz de conduzir a degradacdo da proteina p53 wt [258]. No
entanto, a PLD presente nas células MDA-MB-231 apresenta 10 vezes mais actividade
do que em células MCF-7 [255, 257]. Curiosamente, enquanto a elevada actividade de
PLD diminui a expressdo da p53 wt [258], a actividade de PLD ¢ aparentemente
necessaria para a elevada expressdo de p53 mutante em células MDA-MB-231 [231].
Tem sido proposto que a accdo da PLD para inibir a expressdo da p53 é mediada pelo
aumento da expressio de MDM2 [258]. Esta proteina ¢ um regulador chave da
actividade da proteina p53, atravéz de sistemas reguladores de feedback que envolvem o
controlo da expressdo aos niveis da transcri¢do e tradugdo do mRNA, mas o efeito
regulador melhor conhecido prende-se com a capacidade de MDM2 conduzir a proteina
pS3 a degradacdo [259]. Ao ser feita expressar p53 wt em células MDA-MB-231, ¢
plausivel propor que estas proteinas PLD e MDM2, altamente activas nesta linha
celular, actuem de forma a suprimir a p5S3 wt introduzida (Figura 19B), a semelhanga do
que parece acontecer em células MCF-7 como controlo de feedback. Por outro lado, e
embora Hui, Zheng [231] sugiram que a pS3 mutante presente nas células MDA-MB-
231 nio parece estar envolvida na interagdo com membros da familia da p53 (p72, por
exemplo), formas mutantes de pS3 podem, quando co-expressas com p53 wt, formar
complexos com MDM2 e ser eficientemente ubiquitinadas, o que, possivelmente,
podera contribuir para o decréscimo dos niveis de p53 intrinsecos em MDA-MB-231,
como ¢ visivel na Figura 19A. Segundo Blagosklonny [260], quando a p53 mutante

compete com a p53 wt, exerce uma inibi¢do dominante da transcri¢do de p53 wt,
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processo este que requer um excesso de p53. Além disso, a estabilizagdo de uma p53
mutante endogena devido a perda de fungdes wt ndo pode ocorrer na presenca do alelo
p53 wt. Dada a incapacidade da p53 mutante para se acumular na presenca de p53 wt,
um efeito dominante negativo ndo ocorre naturalmente, dai que as células
heterozigdticas wt/mutante sejam raras, mas poderd ser passivel de ocorrer num
tratamento como o efectuado neste estudo [260]. A aparente reducdo dos niveis de p53
mutante na linha MDA-MB-231 gerados pela expressdo de p53 wt exogena (Figura
19A) pode, a par dos possiveis eventos ja referidos, contribuir para a maior reducio de
viabilidade nesta linha celular provocada pela transfec¢do com p53 wt, uma vez que a
quantidade de p53 mutante pode ndo ser suficiente para que as suas fungdes
tumorigénicas sejam tdo denotadas: como a interac¢do e inibicdo da p53 wt [260], ou
activagdo de promotores que nio sdo activados pela p5S3 wt [231], como o da MAP2K3
(proteina cinase cinase 3 activada por mitogégicos, associada a invasdo e prograssio
tumoral) , incluindo nas células MDA-MB-231 [261].

O facto de os niveis de mRNA de p53 conseguidos nas células MCF-7 serem
consideravelmente mais baixos do que nas células MDA-MB-231 (Figura 18) ndo
parece relacionar-se com os niveis de expressdo transgénica favorecida ou nio pela
presenca de farmaco, ja que, no caso do miR-1 foram conseguidos similares niveis de
expressdo em ambas as linhas celulares e ambos os plasmideos utilizados sdo dotados
do mesmo promotor, CMV. Como as células MCF-7 expressam p53 wt, esse fendmeno
pode antes estar relacionado com algum tipo de mecanismo activo de auto-regulacdo
desconhecido que seja capaz de reconhecer os genes de p53 e diminua a transcri¢do
desses, pelo menos em parte. No que respeita a questdo dos niveis de proteina p53 em
células MCF-7 ndo corresponder proporcionalmente ao aumento de expressdo ao nivel

do mRNA, esta poderd, em parte, ser devida a uma regulacdo pds-transcripcional

108



exercida pela elevada expressdo e actividade de MDM?2 verificada nesta linha celular
[262]. Apoiando esta teoria, estd um estudo mostrou que o restabelecimento da
expressdo de p53 por transfec¢do transiente de cDNA de p53 em células MCF-7
conduziu mais ainda para o aumento dos niveis de expressdo de MDM2 [262]. Juntando
todas estas consideragdes e a poiado pelos estudos de Hui, Abbas [258], a expressdo
transiente de p53 promovida pela estratégia terapéutica em estudo pode promover a
ubiquitina¢do e degradacdo da proteina p53, contribuindo para o insucesso da estratégia
verificado nesta linha celular (Figura 16). Além disso, a estabilidade da proteina p53, ou
de formas mutantes, tem vindo a ser mostrada como estando dependente do backgrond
celular [263, 264], nomeadamente em células MCF-7, onde se verificou uma
instabilidade relativa da p53 wt endogena, sugerindo-se nesse estudo que seja qual for o
mecanismo responsavel pela resultante expressdo aberrante da p53, esse pode exercer o
mesmo efeito sobre a p53 proveniente de um gene exogeno [265]. De acordo com o
estudo de Vojtesek and Lane [265], é facil propor que a relativa instabilidade da p53 wt
em MCF-7 (Figura 16) podera explicar o porqué de esta linha celular ser resistente ao
efeito inibitorio do crescimento celular da transfec¢do com p53 wt exdgena verificado
na linha celular MDA-MB-231 (Figura 15), uma vez que pode n3o acumular-se
suficiente proteina para exercer tal funcdo reguladora. Alternativamente, pode sugerir-se
a possibilidade de as células MCF-7 terem perdido a capacidade de dar uma resposta
down stream a p53 (como explorado mais abaixo) e que isso, de alguma forma, esteja
relacionado com a sua expressdo instdvel de p53. Em ambos os casos, € claro que o
ambiente celular e, consequentemente, outros produtos genéticos desempenhem um
papel critico na manuten¢@o dos niveis de proteina p53 e sua actividade.

Por exemplo, um estudo de Moll, Riou [266] sobre mecanismos de inactiva¢io

de p53 em cancro da mama mostrou que em casos com p53 wt, esta sd existia enquanto
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proteina citoplasmatica. Desta forma, a exclusdo nuclear desta proteina wt,
desencadeada por mecanismos ainda desconhecidos, pode constituir um potencial
mecanismo para a inactivacdo da p53 independente da presenga de mutagdes. Por outro
lado, alteragdes em proteinas reguladoras upstream e downstream tém sido apontadas
como sendo responsaveis por incapacitar ou comprometer a via da p5S3 em cancros que
ndo apresentam mutagdes nesta proteina [267]. Por exemplo, a proteina supressora de
tumor p14(ARF) interage directamente com a MDM2, impedindo que esta interaja com
a proteina p53 e medeie a sua degradacdo [268], e esta frequentemente ausente ou
mutada em cancro da mama [269]. Ja foi mostrado que a expressdo do gene pl4(ARF)
exogeno em células MCF-7 transformadas para serem proficientes em caspase-3 foi
capaz de induzir apoptose dependente de caspase-3, enquanto em células MCF-7
normais mostrou total ineficiéncia [270]. Um outro estudo revelou que a reactivagido da
via pl4(ARF)-p53-p21-Rb em células MCF-7 através da reposi¢cdo da expressdo de
p14(ARF) ¢ capaz de despoletar a senescéncia nestas células, o que leva os autores a
acreditarem na reactivacdo de p14(ARF) como um potencial alvo para o tratamento de
cancro da mama [271]. Estes estudos sugerem que a inactivacio de pl4ARF
desempenha um papel importante em cancro da mama e permitem-nos extrapolar que,
se, por um lado, a inactivagdo de p14ARF contribui para a degradacio de p53, por outro
lado, impede que possa ser induzida apoptose nas células MCF-7 devido ao facto de
estas apresentarem a caspase-3 inactiva. Um outro aspecto relevante para a interpretacio
dos nossos resultados prende-se com os elevados niveis de proteinas desacopladoras
(UCPs) em cancros. Sabe-se, no entanto, que a linha tumoral MCF-7 expressa,
consideravelmente maior quantidade de UCP-2 e 5 do que as células MDA-MB-231
[272]. As UCPs podem ser reguladas por stress oxidativo. O anido superoxido pode

estimular a actividade desacopladora da UCP-2, reduzindo a produg¢do de ROS pela
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cadeia respiratdria mitocondrial. Por sua vez, isto reduz a actividade da UCP por um
feedback loop [273]. Uma vez que p53 e UCP-2 podem regular e responder a stress
oxidativo, pode ser possivel que exista uma potencial interaccdo entre estas duas
proteinas. Por exemplo, em cancro do colon, Derdak, Mark [274] demonstrou que UCP-
2 inibe a apoptose dessas células, suprimindo a fosforilagdo da p53 dentro do dominio
de transactivagdo através da supressio de ROS. Desta forma, sendo que o
desacoplamento mitocondrial pode causar a dissipagdo do potencial mitocondrial, uma
diminui¢do de ROS e a reducdo da resposta da p53 ao stress oxidativo [273], € razoavel
propor-se que o desacoplamento mitocondrial possa prover as células cancerigenas de
uma vantagem de pro-sobrevivéncia através da supressio da via apototica mediada por
p53. Também € plausivel que este fenomeno possa estar dependente dos niveis de
extensdo da expressdo das UCPs ou outros factores moleculares, como a resposta a
estrogénio mediada por receptores, ja que a inibicdo de UCPs em células MCF-7 ¢
capaz de elevar os niveis de produgdo de ROS mitocondrial, o que ndo acontece em
células MDA-MB-231 [272]. Estes dados contribuem, assim, para a possivel
justificacdo de a estratégia terapéutica proposta neste estudo néo ser capaz de reduzir os
niveis de viabilidade nas células MCF-7 (Figura 16).

N3ao obstante, e sem estudos anteriores que corroborem este fenomeno, quando
p53 € co-expressa com miR-1 em células MCF-7, verifica-se uma reducdo dos niveis
miR-1 (Figura 17); mas também os niveis de p53 (ao nivel da proteina, Figura 19) sdo
mais baixos na co-transfec¢do do que quando a p53 ¢ feita expressar na auséncia de
miR-1, mas s6 na presenca de docetaxel. Se, por um lado, isto pode constituir parte do
insucesso da estratégia terapéutica verificado nas células MCF-7, o mesmo ndo se
deveria aplicar a linha celular MDA-MB-231, onde também se observa que os niveis de

miR-1 nas células co-transfectadas com p53 sdo mais baixos do que quando o
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microRNA ¢ feito expressar na auséncia de p53 (Figura 17). Além disso, e em sentido
contrario, em ambas as linhas celulares, a co-expressdo de miR-1 com p53 na presenca
de docetaxel faz com que os niveis de mRNA de p53 sejam mais elevados do que nas
condi¢des em que a p53 ¢ feita expressar na auséncia de miR-1 (Figura 18). Estes dados
sugerem a possivel existéncia de algum mecanismo de controlo que correlacione a p53
com o miR-1. E estimado que 30% de todos os genes e a maioria das vias genéticas
estejam sujeitas a regulacdo por multiplos miRNAs [275, 276]. A titulo de exemplo,
recentemente, 0 miR-504 [277] ¢ o miR-125b [278] té€m sido descritos como miRNAs
down-regulators negativos directos de p53, limitando as fungdes da proteina,
especialmente ao nivel da apoptose mediada por p53 [277, 278]. Como ja referido
acima, o miR-1, ao inibir a Bcl-2, pode estar a actuar como um regulador downstream
positivo da via da p53, desbloqueando a indugdo apoptética, o que pode justificar parte
dos resultados obtidos neste trabalho com as células MDA-MB-231 (Figura 15). Além
da regulacdo directa da proteina p53 por miRNAs, estudos recentes tém mostrado que a
p53 pode ser indirectamente regulada por varios miRNAs através da regulacdo por
miRNAs de proteinas reguladores da p53 [277]. A propria proteina pS3 pode induzir a
expressdo de miRNAs especificos que revelam fungdes supressoras de tumor, como 0s
membros da familia do miR-34 [279, 280], ou até mesmo regular o processo de
maturacdo dos miRNAs [277]. Actualmente, ndo sdo bem conhecidas as formas de
regulacdo da maturacdo do miR-1. Recentes estudos revelam que a p53 promove a
maturacdo pos-transcripcional de miRNAs, nomeadamente de de certos miRNAs com
fun¢des supressoras de tumor, através do processo de maturagdo mediado por Drosha,
que requere o envolvimento de proteinas como DDX17 (DEAD box RNA helicases p68
and p72), membros da familia da p53 [277, 281]. Além disto, a proteina p53 também

faz a monitoriza¢do da maturagdo de miRNAs. A perda da maturagdo dos miRNAs, por
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exemplo, pode activar a via de sinalizagcdo da p53 [282]. Outro aspecto interessante € o
facto de, embora os mecanismos ndo estejam ainda esclarecidos, os miRNAs
desempenharem um papel na defesa celular contra o stress endogeno e estarem
envolvidos na resposta celular generalizada ao stress oxidativo genotoxico, verificando-
se uma alteracdo dos perfis de expressdo dos miRNAs em resposta ao stress oxidativo
[283]. Nomeadamente, os niveis de miR-1 aumentam drasticamente em resposta ao
aumento de stress oxidativo em cardiomidcitos [210, 284] e a sobre-expressdo desse
miRNA facilita a apoptose induzida por peroxido de hidrogénio nessas células, por
actuar sobre a Bcl-2 [210]. E dificil exercer um paralelismo entre estes dados e os
nossos resultados, mas, de alguma forma, estes estudos indiciam a forte probabilidade
de existir um mecanismo responsavel por regular os niveis de mRNA de p53 em fun¢éo
dos niveis de miR-1 e/ou regular os niveis de miR-1 em fun¢@o dos niveis de proteina
p53, mecanismo esse que também podera estar dependente do estado de stress oxidativo
das células.

Actualmente, ndo se conhecem alvos directos do miR-1 que possam estar
envolvidos na regulagdo de p53. Contudo, sabe-se que o miR-1 regula, nio sé a
expressdo de Bcl-2 [210], como também a expressdo de proteinas como a FSCNI,
LASP1 e TAGLN?2, inibindo a capacidade de proliferacdo, invasdo ou metastizagdo das
células [194, 197, 198, 204]. Este aspecto pode também contribuir para os niveis de
citotoxicidade aumentados nas condi¢des onde se combina a transfec¢do com p53 e
miR-1, obtidos neste trabalho, com as células MDA-MB-231. A potencial ac¢do do
miR-1 sobre estes alvos poderd ndo ser suficiente para induzir alteragdes significativas
que culminem com uma reducéo da viabilidade celular na linha MCF-7.

O contributo dos farmacos vimblastina e docetaxel, além de poder passar pelo

aumento da expressdo transgénica num maior nimero de células, pode ainda estar
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relacionado com indu¢do de catastrofes mitdticas com consequente multinucleagdo,
mitoses aberrantes e morte celular [134, 252, 285]. Estes farmacos sdo também capazes
de induzir morte apoptdtica por via mitocondrial, que implica uma forte indugdo da
producdo de espécies reactivas de oxigénio [220, 221, 286]. Nao obstante, também ja
foi demonstrado em ensaios clinicos que o docetaxel actua melhor em tumores com
baixos niveis de Bcl-2, estando os elevados niveis de expressdo desta proteina
relacionados com a resisténcia a quimioterapia com docetaxel [222-224]. Por sua vez, a
vimblastina parece também ser capaz de induzir apoptose mediada por alteracdes na
estrutura, localizagdo sub-celular e estado de activagdo de membros da familia Bel-2
[248], incluindo a proteina Bcl-2 [287]. Estes sdo factores que, a se verificarem, podem

contribuir para o efeito terapéutico observado nas células MDA-MB-231.
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CONCLUSOES

Embora o adenocarcinoma mamario seja um tumor com elevada dispersdo a
nivel mundial, constituindo a principal causa de morte por cancro entre as mulheres, a
mama ¢ um Orgdo que possui caracteristicas moleculares que o tornam bastante atraente
para a terapia génica. Algumas das suas caracteristicas sdo a sua assinatura de expressao
de microRNAs, que em células mamadrias cancerigenas se denota consideravelmente
alterada [188], nomeadamente o miR-1 [195, 196, 199]. Os miRNAs desempenham
fungdes cruciais ao nivel de varios processos bioldgicos, e, quando desregulados,
podem contribuir para o processo carcinogénico [192], o que os tornam fortes
candidatos a alvos terapéuticos para a terapia génica do cancro. Além disso, a perda de
fungdes da p53 e a resultante resisténcia a apoptose verificada em cancro da mama [167,
168] que, normalmente, seria desencadeada pela instabilidade do genoma ou por muitos
agentes quimioterapéuticos do cancro [1], torna a restauragdo de p53, um alvo atraente
para a terapia genética.

A terapia génica constitui uma estratégia promissora, devido a descoberta destes
novos alvos moleculares associados ao cancro. Devido a sua simplicidade, facil
producdo em larga escala e com pouca resposta imunitaria especifica, os complexos
lipossoma ctidnico/DNA constituem uma promissora ferramenta para entrega de genes
terapéuticos, nomeadamente para o tratamento de cancro. Porém, a expressdo de
transgenes mediada por estes transportadores ndo-virais ¢ ineficiente, sobretudo in vivo,
pelo que a identificagdo e modulagdo das barreiras impostas s@o cruciais para que novas
estratégias de entrega de genes ndo-viral sejam cada vez mais eficientes.

Neste contexto, desenvolvemos e avalidmos uma nova estratégia antitumoral,

abrangendo a combinacdo dos fAirmacos docetaxel ou vimblastina com estratégias de
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terapia génica envolvendo a expressdo de p53 e/ou miR-1, com o objectivo de aumentar

a actividade biologica dos lipoplexos e registar um forte efeito antitumoral.

Os resultados obtidos na primeira fase deste trabalho permitem concluir que a
combinagdo de baixas concentragdes de docetaxel ou vimblastina com lipoplexos HSA-
EPOPC:Chol/DNA (+/-) (4/1), resulta numa potencia¢do significativa da sua actividade
bioldgica, quer em termos dos niveis de expressdo dos transgenes quer em termos da
percentagem de células transfectadas, sendo essa potenciagdo dependente da
concentragdo de farmaco. Contudo, este aumento da actividade bioldgica induzida pela
presenca destes farmacos ¢ maioritariamente devido ao incremento substancial dos
niveis de expressdo dos transgenes. Esta potencia¢do deve-se, muito provavelmente, ao
facto destes farmacos interferirem ao nivel da dindmica microtubular, afectando o
trafego intracelular, incluindo o transporte dos endossomas para os lisossomoas,
consequentemente contribuindo para que os lipoplexos ultrapassem o aprisionamento
endolisossomal e, logo, a degradacdo do DNA ao nivel do lisossoma, resultando numa
maior actividade bioldgica. Os nossos resultados mostram também que quer o tipo de
farmaco quer a linha celular representam igualmente factores importantes para a
extensdo dos niveis de potenciag¢do da actividade bioldgica registados.

Na segunda fase do trabalho, constatou-se que a combinacdo das estratégias de
terapia génica, envolvendo a expressdo dos genes de p53 e miR-1 (que estdo down-
regulated em células MDA-MB-231 e respectivamente mutado e down-regulated em
células MCF-7) com baixas concentra¢des de docetaxel ou vimblastina resultou num
aumento notavel da morte das células tumorais MDA-MB-231 em relag¢do as condigoes
controlo. Por outro lado, as células tumorais MCF-7 parecem ser mais resistentes a este

tratamento combinado.
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Os efeitos observados nas células MDA-MB-231 poderdo estar associados aos
elevados niveis de expressdo de miR-1, conseguidos com a terapia combinada, em que o
microRNA possivelmente actua em alvos moleculares pro-oncogénicos ou anti-
apoptoticos, como a Bcl-2. Por outro lado, o aumento dos niveis de mRNA de p53
produzido com a combinacdo da transfeccio com miR-1, na presenca de farmaco,
indicia uma cooperagdo favoravel para aplicagdo conjunta das estratégias, apesar do
aparente envolvimento da p53 no controlo negativo dos niveis de miR-1. A expressdo
proteica da p53 parece sofrer um tipo de controlo repressivo, mas o aparente aumento
do racio p5S3wt/p53mt (mutada) nas células MDA-MB-231 podera contribuir para um
efeito cooperativo na redugdo da viabilidade das células tratadas com as estratégias
combinadas, induzindo potencilmente a apoptose. O insucesso da estratégia terapéutica
combinada nas células MCF-7 podera estar relacionado com o possivel envolvimento
do miR-1 no controlo negavivo da proteina p53, com o défice na actividade da caspase-
3 desta linha celular e com defeitos da maquinaria down-stream responsavel por

efectivar as potenciais fun¢des anti-tumorais da proteina p53.

De uma forma global, apesar de se verificar alguma citotoxicidade nas condi¢des
controlo (lipoplexos preparados com genes marcadores), a partir dos resultados obtidos
neste trabalho (desde a potenciacdo da expressdo de transgenes na presenca de farmaco,
a notdvel diminuicdo de viabilidade das células tratadas com a combinagdo das
estratégias terapéuticas de terapia génica e quimioterapia) acreditamos que um aumento
substancial da actividade antitumoral pode ser conseguido com estratégias combinadas
envolvendo o uso de pequenas doses de faArmaco e genes terapéuticos. Nao dispensando
posteriores estudos detalhados sobre todas as implicagdes da interac¢do entre as duas

estratégias terapéuticas, este trabalho real¢a o potencial das estratégias combinadas para
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futuras aplicagdes clinicas anti-tumorais, devido a maior ac¢do terapéutica € aos menor

potenciais efeitos secundarios.
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PRESPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho mostrou a grande potencialidade terapéutica da combinagdo de
duas estratégias, com possibilidade de reducdo de efeitos secundarios, dado que, para se
conseguir o mesmo efeito ou uma eficicia superior, podem ser usadas menores
quantidades de farmaco (quimioterapia) ou genes terapéuticos (terapia génica) do que o
que seria necessario se as estratégias fossem aplicadas isoladamente. Porém, ¢
necessario conhecer com maior detalhe os mecanismos que s3o activados e que
sustentam este persuposto, conduzindo as células tumorais & morte e qual o tipo de
morte que ¢ desencadeada, para que também seja possivel optimizar o sitema
terapéutico proposto.

Os préximos passos deverdo passar por testar novas condi¢des terapéuticas com
menores quantidades de DNA, ja que a toxicidade do sistema de entrega de material
genético se revela dependente da quantidade de material que € aplicado as células. A
citotoxicidade basal do sistema de entrega de material pode mascarar resultados e
condicionar as andlises subsequentes, pelo que deve ser a proéxima barreira a ser
ultrapassada.

Uma andlise mais cuidada da expressdo da p53, com anticorpos especificos para
formas mutadas e wild-type, seria indicada para perceber se, por exemplo, a expressao
de p53wt (e ndo fundida com GFP) faz efectivamente reduzir os niveis de expressdo da
p53mt enddgena, no caso das células MDA-MB-231. Também a localizagdo intracelular
da proteina, recorrendo a imunofluorescéncia e microscopia confocal, seria uma mais-
valia para compreender o tipo de actividade que a p53 possa estar a exercer nas duas
linhas celulares. A par disto, ensaios de actividade de caspases e de deteccdo de

apoptose com anexinaV/iodeto de propidio ou recorrendo ao ensaio LIVE/DEATH,
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determinariamos se a estratégia terapéutica ¢ capaz de induzir apoptose por uma via
dependente de caspases. A avaliacdo dos niveis de expressdo de proteinas como Bcl-2,
Bax e PUMA por wester blot permitiria ainda perceber se, estando a ocorrer apoptose,
esta estd ou ndo dependente da actividade da proteina p53.

Posteriormente, deveriam ser avaliados os niveis de expressio dos alvos
moleculares do miR-1, nomeadamente Bcl-2, TAGLN2, LASP1 e FSCNI1, por RT-PCR
e western blot, o que também nos deixaria perceber se os niveis de LASP1 sofrem
alteragdes em resposta a expressdo de p53 exogena. Revelando-se que, nestas condigdes
terapéuticas, estes sdo alvos do miR-1, sera interessante avaliar se a capacidade
proliferativa e de migracdo das células ¢ afectada, recorrendo, por exemplo, a ensaios
com sulforrodamina-B e ensaios de “fluorescent beads phagocytosis” ou “transwell

migration”.
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