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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito dos compostos ICI 182,780 (fulvestranto), um antagonista seletivo dos
receptores de estrégeno alfa/beta (REa/REp), e do G-1, um agonista seletivo de receptores de
estrégeno acoplados a proteinas-G (GPER), na possivel indugéo de autofagia em linhagens de
cancer de mama MCF-7 e SKBr3, bem como o efeito de G-1 na viabilidade celular. Métodos: A
viabilidade celular de células MCF-7 e SKBr3 foi avaliada pelo ensaio com MTT. Para investigar
a inducao da autofagia, células MCF-7 foram transfectadas com GFP-LC3, um marcador de
autofagossomos, e analisadas por microscopia de fluorescéncia em tempo real. As células
MCF-7 e SKBr3 foram incubadas com o indicador de compartimentos acidos laranja de acridina e
analisadas por citometria de fluxo como indicativo para autofagia. Resultados: Em células MCF-7,
o ICl 182,780 e rapamicina ap6s 48 horas levaram a diminuigao da viabilidade celular, enquanto
o0 G-1 néo alterou a viabilidade no mesmo periodo de tratamento. Nem o ICI 182,780 e nem o G-1
induziram aumento na pontuacéo de GFP-LC3 em células MCF-7 até 4 horas. Ja os ensaios de
citometria de fluxo demonstraram que ICI 182,780 levou ao aumento de compartimentos &cidos
em células MCF-7. 0 G-1 ndo aumentou estes pardmetros em ambas as linhagens. Por outro lado,
ICl 182,780 e G-1 ndo induziram a reducéo da viabilidade em células SKBr3 e nem a formacéo
de compartimentos acidos, como etapa final do processo autofagico. Conclusao: 0 aumento de
compartimentos acidos pelo ICI 182,780 em células de cancer de mama positivas para receptores
de estrégeno parece estar associado com seu efeito inibidor de receptores de estrégeno, mas sem
o envolvimento de GPER. A compreensao desses mecanismos pode direcionar estudos sobre o
envolvimento dos receptores nos processos celulares de resisténcia do cancer de mama.

Descritores: Autofagia; Neoplasias da mama; Estrégenos; Receptores estrogénicos; Receptores
acoplados a proteinas-G; Fulvestranto; Proliferacéo celular; Células MCF-7

ABSTRACT

Objective: To investigate if ICl 182,780 (fulvestrant), a selective estrogen receptor alpha/beta
(ERa/ERP) antagonist, and G-1, a selective G-protein-coupled receptor (GPER) agonist, can
potentially induce autophagy in breast cancer cell lines MCF-7 and SKBr3, and how G-1 affects
cell viability. Methods: Cell viability in MCF-7 and SKBr3 cells was assessed by the MTT assay.
To investigate the autophagy flux, MCF-7 cells were transfected with GFP-LC3, a marker of
autophagosomes, and analyzed by real-time fluorescence microscopy. MCF-7 and SKBr3 cells
were incubated with acridine orange for staining of acidic vesicular organelles and analyzed by
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flow cytometry as an indicator of autophagy. Results: Regarding cell
viability in MCF-7 cells, ICI 182,780 and rapamycin, after 48 hours, led
to decreased cell proliferation whereas G-1 did not change viability over
the same period. The data showed that neither ICI 182,780 nor G-1 led to
increased GFP-LC3 puncta in MCF-7 cells over the 4-hour observation
period. The cytometry assay showed that ICI 182,780 led to a higher
number of acidic vesicular organelles in MCF-7 cells. G-1, in turn, did
not have this effect in any of the cell lines. In contrast, ICI 182,780
and G-1 did not decrease cell viability of SKBr3 cells or induce formation
of acidic vesicular organelles, which corresponds to the final step
of the autophagy process in this cell line. Conclusion: The effect
of ICI 182,780 on increasing acidic vesicular organelles in estrogen
receptor-positive breast cancer cells appears to be associated
with its inhibitory effect on estrogen receptors, and GPER does not
seem to be involved. Understanding these mechanisms may guide
further investigations of these receptors’ involvement in cellular
processes of breast cancer resistance.

Keywords: Autophagy; Breast neoplasms; Estrogens; Receptors,
estrogen; Receptors, G-protein-coupled; Fulvestrant; Cellular proliferation;
MCF-7 Cells

INTRODUGAO

O cancer de mama € uma das principais causas de morte
em mulheres, tanto no Brasil quanto em outros paises.)
Em alguns casos, o tratamento pode levar a cura, e um
dos protocolos mais adotados envolve a excisao cirur-
gica, seguida de quimioterapia/radioterapia. Nos casos
de cancer de mama responsivos a hormonios,® a tera-
pia enddcrina consiste em inibir a sintese do estrogeno
ou interferir na sinalizagdo mediada por este esteroide.®)
Nestes casos, para o tratamento padrao, € utilizado o
tamoxifeno, um modulador seletivo de receptores de
estrogeno (RE), além do tratamento com ICI 182,780
(fulvestranto — referido neste artigo como ICI) e os
inibidores de aromatase,” para diminuir a estimulagao
estrogénica, que pode promover a sintese proteica e a
proliferacao celular.

Os RE primeiramente descritos foram o alfa (REa.)
e o beta (RE), cujo principal mecanismo € sua agao
como fator de transcricdo. Posteriormente, foi descrito
um RE com sete dominios transmembranosos acoplados
a proteina G (GPER), cujo padrao de expressdo pode
indicar a agressividade do tumor quando associada a ex-
pressao de RE.® Apesar da a¢do antagonista de ICI ser
sobre os receptores classicos (REa ¢ RE), sua agao
sobre o GPER ¢ agonista,® e as vias de sinalizagao ain-
da precisam ser elucidadas. Evidéncias tém indicado
que a expressao de REa pode modular a resposta de
células de cancer frente a diferentes tratamentos, por
meio da autofagia.*” A macroautofagia, referida como
“autofagia”, € uma via lisossomal de reciclagem de ma-
cromoléculas e organelas celulares, que sao sequestradas
em autofagossomos, circundados por membrana dupla.
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Estas se fundem com lisossomos, formando os autoli-
$0ssomos, nos quais ocorre a degradagao.®

Estudos demonstraram que a ativacao de autofagia
em células normais pode evitar a formacao do tumor, e
a inibicao de autofagia pode ser benéfica em tumores
estabelecidos. Por outro lado, drogas citotdxicas utili-
zadas no tratamento de cancer mostraram ser indutoras
de autofagia e podem desencadear morte celular em
células deficientes em apoptose.? Pelo fato da autofa-
gia ter papel duplo na tumorigénese e na progressao tu-
moral, a compreensao desses mecanismos pode trazer
entendimento de como atuar na descoberta de possiveis
alvos de tratamento no cancer de mama.

OBJETIVO

Awaliar o efeito dos compostos ICI 182,780 (fulvestranto),
um antagonista seletivo dos receptores de estrégeno
alfa/beta (REa/RE), e do G-1, um agonista seletivo
de receptores de estrégeno acoplados a proteinas-G
(GPER), na possivel indugao de autofagia em linhagens
de cancer de mama MCF-7 e SKBr3, bem como o efeito
de G-1 na viabilidade celular.

METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sao Paulo, com nimero do
parecer 1748/10.

Reagentes

DMEM/F12, soro fetal bovino (SFB), penicilina/
estreptomicina e tripsina/acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 0,5% foram obtidos da
Invitrogen™ do Brasil (St. Louis, MO, USA). ICI
182,780 (AstraZeneca do Brasil; Cotia, Sao Paulo,
Brasil), 1-[4-(6-bromobenzo|1,3]dioxol-5-il)-3a,4,5,9b-
tetrahidro-3Hciclopenta[c]quinolin-8-il]-etanona (G-1;
Calbiochem®; Merck Biosciences, Darmstadt, Alemanha),
3-benzoato 17B-estradiol (17-estradiol, E2) (Sigma
Chemical Co.; St Louis, MO, USA) e 4,4’,4”-[4-propil-
(1H)-pirazol-1,3,5-triiltrisfenol (PPT). Rapamicina
(RAP) e brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) foram obtidos da Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Laranja de acridina (LA) foi obtida
da Molecular Probes (Eugene, OR, USA). O plasmideo
GFP-LC3 foi proveniente do National Institute for
Infectious Diseases, nos Estados Unidos, e Istituto di
Ricovero e Cura a Carattere Scientifico L. Spallanzani,
Roma, Itélia.
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Cultura de células

Foram utilizadas linhagens de células de cancer de
mama MCF-7, que expressam REa, REP e GPER,
para verificar qual o efeito de ICI 182,780 e G-1 nas
células que possuem os trés tipos de receptores. A li-
nhagem SKBr3, que expressa GPER mas nao expressa
REq, foi utilizada para verificar se os efeitos de ICI
e G-1 na formacao de compartimentos acidos ocor-
riam apenas nas células que possuem REa.® As célu-
las foram mantidas em 37°C e 5% di6xido de carbono
em meio DMEM/F12 livre de vermelho de fenol e
suplementado com 10% SFB, 100U/mL de penicilina
e 100ug/mL de estreptomicina. Foram também plaque-
adas em meio DMEM/F-12 livre de vermelho de fenol
por 24 horas.

Tratamentos na verificacao de

viabilidade celular e autofagia

As concentracoes utilizadas nos experimentos foram
baseadas na literatura. Os RE podem responder a
concentragoes na ordem de picomolar e nanomolar.
Assim, para os componentes que possuem agao nesses
receptores, foram utilizadas concentracoes na ordem
de nanomolar, para que os efeitos fossem observados
em tempos menores de tratamento, j4 que 0 processo
de inducao de autofagia ocorre normalmente antes de
se detectar a redugio na viabilidade. Os efeitos antipro-
liferativos de ICI 182,780 podem ser observados a par-
tir de concentragdes como 1nM e sdo dependentes do
tempo de tratamento, assim como da concentragio.*!?
Estudos demonstram que G-1 na concentragdo de
100nM leva a ativacao de GPER por vias rapidas e vias
de sinalizacao que levam a transcricdo de genes, em-
bora concentragdes menores também tenham sido re-
latadas.™ Nos experimentos, as células também foram
tratadas com RAP como controle positivo na inducao
de autofagia, por sua inibicio em mTOR. As concen-
tragoes utilizadas na literatura variam de 20nM até
10uM, em tratamentos por 24 horas, em linhagens de
células de cincer de mama.'>'® Para este estudo, utili-
zou-se a concentracao de 1uM de RAP descrita como
capaz de levar a formacao de LC3-II na membrana de
autofagossomos.

Como o ICI é um antagonista de REs, como contra-
prova para descartar a ativacdo de REs, utilizou-se
E2, que ¢ agonista de REs e GPER, e PPT, um ago-
nista seletivo de REa. As concentragdes de E2 para
ativar REs variam na ordem de picomolar € nanomo-
lar, como 0,InM até 10nM.® Na literatura, sao utili-
zadas concentracoes de PPT desde 5 a 200nM, entao,
optou-se por utilizar concentracdes intermedidrias,
como 10nM e 100nM.1

Western blot para avaliar a expressao dos
receptores de estrageno alfa e receptores

acoplados a proteinas-G

As células foram plaqueadas em placas de seis pogos e
mantidas em meio de cultura até o dia do experimento.
Foi realizado o protocolo de extraciao de proteinas to-
tais com tampao de lise contendo 10mM Tiis, pH 7,4,
10mM NaCl, 3mM MgCl,, 0,5% Nonidet P40, coquetel
de inibidores de proteases, ImM PMSE, 2mM Na,VO,,
50mM NaF, 10mM Na,P O, (Sigma Chemical Co.). Em
seguida, os extratos foram centrifugados (13.200rpm,
por 5 minutos, a 4°C), e o sobrenadante foi coletado.
Aproximadamente 50ug de proteinas foram separados
por eletroforese em gel de poliacrilamida e, posterior-
mente, transferidos para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF). O bloqueio dos sitios inespeci-
ficos foi realizado com incubacdo com leite desnatado
(5%) em tampao TBS-Tween (1%) por 1 hora, a tempe-
ratura ambiente. As membranas foram incubadas du-
rante a noite a 4°C com anticorpos primarios (diluidos
em leite 2% em tampao TBS-Tween) para o REa (sc
8002, Santa Cruz Biotechnology) e o GPER (ab39742,
Abcam). Foi utilizado anticorpo secunddrio espe-
cifico, marcado com peroxidase (HRP - horseradish
peroxidase). O produto da reacéo foi revelado com ECL
(PerkinElmer), e as imagens foram capturadas em fo-
todocumentador digital UVITEC (Cambridge). Em se-
guida, as membranas foram submetidas a protocolo de
stripping e incubadas com anti-alfa tubulina (1:10.000,
Sigma-Aldrich Biotechnology), para a marcagao do
controle interno.

Avaliacao de viabilidade celular pelo ensaio de MTT
O ensaio de MTT se baseia na agao de enzimas mito-
condriais de células viaveis que levam a conversao do
sal tetraz6lio MTT, amarelo, para um produto forma-
zan azul escuro.’® Células MCF-7 foram plaqueadas
em triplicatas em placas de 96 pocos, com densidade
de 10* células/pogo. Apds 24 horas, o SFB foi retirado,
e as células foram mantidas em DMEM/F12 por 24
horas, sendo posteriormente tratadas com ICI, G-1
e RAP por 24 horas, 48 horas e 72 horas e compara-
das com um Grupo Controle (CTR), sem tratamento,
mantido apenas em DMEM/F12. Para a leitura, foram
adicionados 50ug/mL de MTT (diluido em tampao
fosfato-salina — PBS) em cada pogo e foi realizada
incubacao a 37°C, por 3 horas. O meio foi retirado e
adicionou-se alcool 100% em cada poco. A leitura foi
realizada em espectrofotometro de placa, no compri-
mento de onda de 595nm.

einstein (Sao Paulo). 2020;18:1-11
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Transfeccao de células MCF-7 para expressao
de GFP-LC3
Durante a elongacao da vesicula autofagica, ocorre re-
crutamento de LC3 (light chain 3). A proteina LC3, en-
contrada dispersa homogeneamente no citosol na
forma de LC3-I, é recrutada especificamente para a
membrana de vesiculas de autofagossomos, mudando
para a forma LC3-II. A fusdo da proteina LC3 com
proteina fluorescente verde (GFP - green fluorescent
protein) permite observar a inducdo do processo de
autofagia por meio do acimulo de LC3 nos autofa-
gossomo, sendo observada pontuacao verde GFP em
microscopia de fluorescéncia.'®

As células foram plaqueadas em placas de 35mm
contendo laminula de 25mm tratada com poliornitina
(0,0lmg/mL). Ap6s adesao, as células foram transfec-
tadas com 0,5ug de plasmideo pCLPCX-GFP-LC3, que
contém o gene que codifica a proteina LC3 conjugada
com o gene que, por sua vez, codifica a GFP. Para
transfeccdo, foi utilizado 0,5ug do plasmideo mistura-
do com 3uL de FuGENE® HD (Fugent, LLC., USA)
em 100wl de DMEM/F12. As células foram incuba-
das com a mistura dos reagentes em 1,5mL de meio
DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB, 100U/mL
de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina, e manti-
das em 37°C e 5% de diéxido de carbono. No dia se-
guinte, as células foram cuidadosamente lavadas com
PBS e incubadas com meio de cultura DMEM/F12
nao suplementado por mais 24 horas, totalizando 48
horas para a expressao da proteina.

Microscopia de fluorescéncia para avaliar autofagia
decorrente de expressao de GFP-LC3

As células transfectadas foram visualizadas com mi-
croscopio de fluorescéncia Nikon TE300 (Nikon Osaka,
Japdo) acoplado a uma camera digital CoolSNAP™
(Roper Sci, Princeton Instruments, USA) de alta re-
solucdo, com sistema de resfriamento para diminuicao
de ruidos e aumento da resolugao. As imagens foram
obtidas a cada 30 minutos, com tempo maximo de 4
horas para cada experimento. Os experimentos foram
realizados com a objetiva de 40x. A excitagao foi feita
no comprimento de onda 488nm e emissao coletada
em 505nm.

Como a autofagia € um processo basal, o0 aumento
de pontuacoes da GFP-LC3 ocorre na presenca de um
estimulo indutor autofagico. Para fazer a quantificagao
dessas pontuacoes, foi estabelecido um limite de corte
a partir do controle (células sem tratamento, mantidas
em DMEM/F12). Para cada célula controle, foi calculada
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a diferenca entre o nimero de pontuacdes no inicio e o
numero de pontuacdes maximo, independentemente do
tempo, sendo tempo maximo de observacgao até 4 horas.

Deteccao de compartimentos acidos

por citometria de fluxo

As células foram marcadas com LA para estimar a quan-
tidade de organelas vesiculares acidas por citometria
de fluxo, como indicativo das etapas finais do processo
autofagico,!” uma vez que a LA, na forma protonada,
acumula-se em vesiculas 4cidas.

Células plaqueadas em placas de seis pogos fo-
ram mantidas em DMEM/F12 sem SFB. Nos experi-
mentos, as células foram tratadas com ICI, G-1, RAP,
E2 e PPT, por 24 ou 48 horas, e comparadas ao Grupo
Controle (CTR). Depois foram tripsinizadas, adicio-
nando-se 1mL de PBS, e transferidas para tubos, se-
guindo com centrifugacao por 1.300rpm, por 8 minutos.
O sobrenadante foi descartado, e as células foram res-
suspensas em 400uL de LA diluida em PBS (100ng/mL).
As células foram incubadas por 15 minutos em tem-
peratura ambiente e protegidas da luz. As medidas
foram obtidas por citometria de fluxo (FACSCalibur,
BD, Biosciences). O comprimento de onda para ex-
citacdo foi 488nm, e a detecgdo da fluorescéncia foi
obtida por 510 a 530nm (fluorescéncia verde, FL1) e
por 650nm (fluorescéncia vermelha, FL3). Os dados
foram obtidos pelo programa CellQuest™ e analisados
pelo programa WinMDI 2.9.

Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise esta-
tistica por andlise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida de pos-teste Tukey ou Bonferroni, e teste ¢ de
Student. Os dados foram expressos nos histogramas
como médiaxerro médio padrdao. As analises foram
feitas no programa GraphPad Prism, versao 4.0.

RESULTADOS

Expressao de receptores de estrogeno nas

linhagens MCF-7 e SKBr3

Inicialmente, foi realizado um ensaio de Western blot
para verificar a presenca dos receptores que estariam
expressos diferencialmente nas duas linhagens de can-
cer de mama. Conforme demonstrado na figura 1A, o
REoa esteve expresso em grande quantidade em células
MCEF-7, mas nao estava expresso de maneira significa-
tiva na célula SKBr3. Quanto ao receptor GPER, este
encontrou-se expresso em quantidades similares em
ambas as linhagens.
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Figura 1. Expresséo de receptores de estrogeno nas linhagens MCF-7 e SKBr3

e viabilidade celular por MTT em células MCF-7. Em A, expressao de receptores
de estrégeno alfa e receptores acoplados a proteinas-G em células MCF-7 e
SKBr3. Os autorradiogramas representativos mostram a expressao diferencial de
receptores de estrégeno alfa nas duas linhagens, enquanto o receptor acoplado
a proteinas-G se mantém em niveis similares. Em B, C e D, viabilidade celular
por MTT de células MCF-7 tratadas com ICI (B), G-1 (C) e rapamicina (D) por 24
horas, 48 horas e 72 horas em meio DMEM/F12 sem soro fetal bovino. Os dados
representam a média=erro médio padrao de quatro experimentos independentes
(24 horas e 48 horas) e trés experimentos (72 horas) feitos em triplicata. Analise
de varidncia uma via (ICl e G-1) com midiltiplas comparagdes por teste Tukey.
Teste t ndo pareado (rapamicina versus CTR). Valor de p<0,05 foi considerado
significativamente diferente ao Grupo Controle, sem tratamento. ICl e rapamicina
diminuem a viabilidade celular em MCF-7 apds 48 e 72 horas. G-1 nao influenciou
na viabilidade celular em 24, 48 ou 72 horas

Ensaio de viabilidade celular das células

MCF-7 e SKBr3

O ensaio de viabilidade foi realizado para testar o efei-
to do ICI, de G-1 e RAP (como indutor de autofagia,
por inibicio de mTOR) no crescimento de células
MCF-7 (Figura 1B a 1D) e SKBr3 (Figura 2A a 2C).
A diminuigido no niamero de células pode ter sido devida a
inibigao da proliferacao ou morte celular.!'> Para pros-
seguir com a avaliacdo da autofagia, verificou-se, antes,
em quanto tempo ocorreu a diminuicao da viabilidade
das células ap6s os tratamentos com ICI, G-1 e RAP
em células MCF-7 inicialmente. Nos tratamentos por
24 horas com ICI (25, 50, 100 e 200nM), nao foram ob-
servadas alteragoes na viabilidade celular. Porém, nos
tratamentos de 48 horas e 72 horas, o ICI levou a dimi-
nuicdo da viabilidade (p<0,05). Ao comparar a respos-
ta entre as diferentes concentracoes de ICI, nao houve
diferenca na diminuicao da viabilidade celular, mas na
concentracao de 100nM a variacido entre as amostras
foi menor (Figura 1B). Nao houve diferenca entre os
tratamentos de 48 e 72 horas (p>0,05). Nos tratamen-
tos com o agonista de GPER, G-1, nas concentragoes
de 1nM, 10nM e 100nM, por 24, 48 e 72 horas (Figura
1C), néo foi observada diminui¢do no nimero de cé-
lulas (p>0,05). Para utilizar a RAP como controle po-
sitivo nos ensaios de autofagia, testou-se seu efeito na
viabilidade, para determinar o melhor periodo de trata-
mento que precede a observagao da diminuicdo de via-
bilidade celular. No tratamento de 24 horas com RAP
(1uM), ndo foram observadas alteragoes (p>0,05),
porém, nos tratamentos de 48 e 72 horas (p<0,05 em
relacdo ao controle), houve diminuicdo da viabilidade
(Figura 1D). Nao houve diferenga entre os tratamentos
de 48 € 72 horas (p>0,05).

Na avaliagio da viabilidade celular de células SKBr3
(Figura 2A), ao contrario do que ocorre nas células
MCF-7, o ICI aumentou a viabilidade dependente do
tempo e da concentracao quando comparado ao Grupo
Controle. Foi observado aumento de viabilidade celular
nas concentracoes de 50nM (48 horas), 100nM (24, 48 e
72 horas) e 200nM (24 e 48 horas). O tratamento com
G-1 em células SKBr3 também aumentou a viabilida-
de celular em determinadas concentracoes e tempo (na
concentragao de 1nM, em 24 horas, ¢ nas concentracoes
de 10nM e 100nM, em 72 horas; Figura 2B). A RAP néo
influenciou na viabilidade celular em células SKBr3,
independente do tempo (Figura 2C). Para investigar
se a auséncia da autofagia, células SKBr3, que nao ex-
pressaram REq, foram tratadas com ICI (100nM), G-1
(100nM) e RAP (1uM) por 24 horas (Figura 2D e 2E).
As células foram marcadas com LA e analisadas por ci-
tometria de fluxo. Os dados demonstraram que ICI e
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CTR: Grupo Controle (sem tratamento); RAP: rapamicina; ICI: fulvestranto; LA: Laranja de acridina.

Figura 2. Efeitos de ICI, G-1 e rapamicina em células SKBr3. Viabilidade celular por MTT de células SKBr3 tratadas com ICI (A), G-1 (B) e rapamicina (C) por 24,

48 e 72 horas, em meio DMEM/F12, sem soro fetal bovino. Os dados representam a média de um experimento em triplicata. Valor de p<0,05* foi considerado
significativamente diferente do controle, considerando desvio padrédo da amostra. Nenhum dos compostos (ICl, G-1 e RAP) foi capaz de induzir a reducéo da viabilidade
celular em SKBr3. Em D e E, marcagéo de células SKBr3 com laranja de acridina apds tratamento com ICI (100nM), G-1 (100nM) e rapamicina (1uM) por 24 horas
mostra que ICl e G-1 néo induziram formacéo de compartimentos 4cidos em SKBr3, linhagem que néo expressa receptor de estrégeno alfa. Em D, gréficos de deteccao
da fluorescéncia em fluorescéncia verde e fluorescéncia vermelha. Em E, histograma mostrando valores médios (=erro médio padrao) em percentagem de células
marcadas com laranja de acridina. Anélise de variancia de uma via, seguida do teste de Bonferroni (n=4). Grupo Controle, sem tratamento. Em E, *p<0,05 representa

diferenca estatistica entre rapamicina versus Grupo Controle (sem tratamento) e G-1

G-1 ndo aumentaram o nimero de organelas vesicula-
res acidas quando comparadas com o CTR (p>0,05) e
RAP (p<0,05), sugerindo que, uma vez que nio houve
reducao de viabilidade, a falta de autofagia pode justi-
ficar este resultado.

Efeito do tratamento com ICI 182,780 e G-1 na
inducao de autofagia por meio da pontuacao de
GFP-LC3 e na formacao de organelas vesiculares
acidas em células MCF-7

Durante a formacdo dos autofagossomos, ocorre a
translocacao especifica de LC3 para a membrana do
autofagossomo.®)

Células MCF-7 expressando GFP-LC3 foram visua-
lizadas por 4 horas apds tratamento com ICI (100nM) e
G-1 (100nM) (Figura 3). Rapamicina (1uM) foi utiliza-
da como controle positivo. Os resultados mostram que
os tratamentos com ICI e G-1 ndo induziram trans-
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locagdo de GFP-LC3 que caracterizasse um aumento na
autofagia quando comparados com o CTR. Por outro
lado, a RAP aumentou a formacao de autofagossomos,
evidenciado pela translocagao de GFP-LC3 e aumento
de pontuacoes (Figura 3A).

Conforme descrito anteriormente,® a autofagia é
um processo que pode ocorrer como forma de sobre-
vivéncia na presenca de um estimulo estressante, ava-
liamos se esses efeitos estariam envolvidos na diminui-
¢ao da viabilidade. Como os resultados demonstraram
que nao houve diminui¢ido da proliferacio em 24 ho-
ras, mas houve com 48 horas, prosseguiu-se com esses
periodos de tratamento para investigar os efeitos de
ICI e G-1 na formacado de compartimentos acidos pela
marcagao com LA e detecgao por citometria de fluxo
(Figura 4). Os resultados mostraram que o tratamento
com ICI (100nM) aumentou o nimero de comparti-
mentos acidos, tanto em 24 horas quanto em 48 horas,
similar a RAP (1uM). Ambos os tratamentos foram
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Figura 3. Inducéo de autofagia induzida por rapamicina por meio da pontuagdo de GFP-LC3 em células MCF-7. Observa-se que ICl e G-1 nao induziram autofagia no
tempo observado (4 horas). Em A, imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de células MCF-7 expressando GFP-LC3 e estimuladas com rapamicina (1uM),
ICI (100nM) e G-1 (100nM). Células foram mantidas em DMEM/F12 (CTR) e visualizadas a cada 30 minutos, durante 4 horas. (objetiva de 40x). Em B, histograma
representando a quantificagéo de células que apresentaram aumento na pontuagéo de GFP-LC3 por 4 horas em células MCF-7. A média=erro médio padrao foi
calculada a partir de cinco experimentos controles independentes. O limite superior foi obtido (média + duas vezes o erro médio padrao) e estabelecido como limite de
corte, que, nesse caso, foi igual a um aumento de nove pontuagdes por célula. Para cada experimento, foi calculada a percentagem de células com aumento superior

a esse limite. Andlise de variancia de uma via, seguida do teste de Bonferroni. Valores médios obtidos de pelo menos trés experimentos independentes. Os grupos ICI,
G-1 e rapamicina foram comparados ao Grupo Controle
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Figura 4. Efeito do ICI, G-1 e rapamicina sobre a formacéo de organelas vesiculares 4cidas em células MCF-7. ICl e rapamicina induzem a formagao de compartimentos
acidos em 24 e 48 horas em células MCF-7, enquanto G-1 nao altera esse processo. Os histogramas apresentam valores médios=erro médio padrao em percentagem
de células marcadas com laranja de acridina e analisadas por citometria de fluxo. Células MCF-7 foram tratadas com ICI (100nM), G-1 (100nM) e rapamicina (1uM)
durante 24 horas (A e C) e 48 horas (B e D). Andlise de varidncia de uma via, seguida do teste de Bonferroni. Em A, n=6; em B, n=>5
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significativamente diferentes (p<0,05) do CTR e nao
houve diferenca entre os tratamentos com ICI ¢ RAP
(p>0,05), e entre os tratamentos de 24 e 48 horas (Fi-
gura 4). Por outro lado, ndo foram observadas altera-
¢oes nas medidas de compartimentos acidos (p>0,05)
nas células tratadas com G-1 (Figura 4).

Efeito de 17p-estradiol e PPT na formacao de
compartimentos acidos em células MCF-7 como
indicativo de autofagia

Como o efeito de diminuicdo da viabilidade celular
e do aumento de compartimentos acidos em células
MCF-7 ocorreu ap6s o tratamento com ICI, mas nao

com G-1, esses efeitos poderiam estar associados com
o antagonismo de REs e nao envolveriam a ativacio de
GPER. Para investigar o efeito de agonistas de REs na
autofagia, células MCF-7 foram tratadas por 24 horas
com E2 (0,1nM, 1nM e 10nM) e comparadas com ICI
(100nM). Os resultados mostraram que diferentes con-
centracdes de E2 nao foram capazes de aumentar os
niveis de compartimentos 4cidos nas células (p>0,05
comparado com CTR; Figura 5A e 5C). Como E2 age
nos diferentes RE, células MCF-7 foram tratadas por
24 horas com PPT (10nM e 100nM), um agonista espe-
cifico de REa, que também nio aumentou o nivel de
compartimentos acidos (p>0,05 comparado ao controle)
(Figuras 5B e 5D).
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Figura 5. Detecgéo de organelas vesiculares acidas por citometria de fluxo em células MCF-7 marcadas com laranja de acridina apés tratamento com os compostos
por 24 horas. A ativagéo dos receptores de estrégeno com 17(3-estradiol, assim como a ativacgéo seletiva de receptor de estrégeno alfa com PPT néo induz formagéo
de compartimentos acidos em células MCF-7. Em A e C, células MCF-7 tratadas com 17p-estradiol nas concentragdes 0,1nM, 1nM e 10nM. Em B e D, células MCF-7
tratadas com PPT nas concentragdes de 10nM e 100nM. Em células MCF-7, os efeitos foram comparados com o ICI (100nM). Em A e B, gréficos de detecgao da
fluorescéncia em fluorescéncia verde e vermelha. Em C e D, os histogramas mostram valores médios +erro médio padrao em percentagem de células marcadas com
laranja de acridina. Anélise de variancia de uma via, seguida do teste de Bonferroni (n=4). Em C e D, *p<0,05 representa diferenca estatistica em comparagao com os

outros grupos
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DISCUSSAO

A autofagia ¢ um mecanismo celular que pode levar a
eliminacao de componentes intracelulares quando da
presenca de um estimulo agressor ou pelo acimulo de
proteinas ou de organelas defeituosas.® Alteragdes na
via autofdgica podem ocorrer em células cancerigenas
e apos quimioterapia. No cancer de mama, evidéncias
apontam que proteinas envolvidas na via autofagica,
como beclina-1, regulam o crescimento celular e inter-
ferem na sinalizacdo de estrogeno.®

Estudos com os antagonistas de REs, como ICI ¢
tamoxifeno, em células de cancer mamario, promovem
aumento da autofagial®!8?? que pode levar a resistén-
cia do cancer de mama e proliferagao. Sabe-se que o
ICI ¢ antagonista de REa e RE, mas foi relatado que,
em modelos nos quais o ICI nao tem efeito ou possui
efeito agonista, sua acao deve ocorrer devido a ativa-
¢ao de GPER.® Dessa forma, para o presente trabalho,
compararam-se inicialmente as agdes citotoxicas/an-
tiproliferativas de ICI com G-1, um agonista seletivo
de GPER. Verificou-se uma possivel acdo antiprolife-
rativa de ICI em células MCF-7, que expressam REs,
com tratamentos de 48 e 72 horas, pois nao verificamos
morte destas células nestas condigdes experimentais,
em ensaios paralelos realizados (dados nao mostrados).
Sabe-se que o ICI causa uma diminuigao da atividade
de REa® e seu efeito antiproliferativo esta associado
ao bloqueio dos REs classicos, levando as células
RE-positivas a morte celular por apoptose.®¥

Quanto ao envolvimento de GPER na proliferacao
celular, embora nossos resultados tenham demons-
trado que a ativacdo seletiva de GPER pelo G-1 nao
tenha interferido nos parametros avaliados, trabalhos
anteriores demonstraram os efeitos antiproliferativos
e apoptoticos de G-1 em MCF-7, com concentragao
igual ou superior a 1uM de G-1, com pelo menos 72
horas de tratamento.®?) Por outro lado, foi demons-
trado que a via GPER pode estar envolvida no com-
portamento agressivo de tumores de mama, por meio
da regulacdo da expressdo da enzima aromatase, apds
inibicdo de GPER em células MCF-7 resistentes a ta-
moxifeno.?” Assim, GPER pode representar um alvo
de tratamento no cancer de mama, e sua participagao
no crescimento de tumores de mama e na resisténcia
tumoral apds tratamento com antiestrogenos precisa
ser melhor investigada.

Para verificar a participagao dos RE e do GPER na
autofagia, investigamos o efeito de ICI e G-1 na trans-
locacao de GFP-LC3, que € uma estimativa do processo
de autofagia. Embora o ICI nao tenha levado a trans-
locacao de GFP-LC3 neste estudo, isso pode estar rela-
cionado com o tempo de exposicao, que foi de 4 horas,

e seria necessario um tempo maior para a inducio da
autofagia®® ou ainda poderia ocorrer a indugao de
vias autofagicas, que nao envolvem a translocacao de
LC3.7 J4 a ativagao seletiva de GPER, com G-1, nao
induziu autofagia por translocagio de LC3. Os efei-
tos de G-1 na autofagia ainda sao desconhecidos e nas
condicOes experimentais utilizadas no presente estudo,
nao foram observadas alteracdes significativas. Sobre a
participacao de GPER na autofagia, foi verificado que
G-15, um antagonista de GPER, pode induzir autofa-
gia independente de REs em linhagens de células de
cancer de cabeca e pescoco humano, a despeito nos ni-
veis de expressao de GPER.® O papel de GPER na
proliferacao do cancer tem sido bastante explorado,
porém a existéncia de uma interrelacdo entre esta via e
a autofagia, um importante fendmeno de sobrevivéncia
celular, nao foi identificada.

Os experimentos com ICI em células MCF-7 mos-
traram aumento na marcagao, com LA indicando maior
numero de compartimentos 4cidos. Esse efeito nao foi
observado na linhagem SKBr3, que nédo expressa REa.
Estudos demonstraram*? que o ICI pode levar a au-
tofagia em células MCF-7 por outras metodologias,
corroborando nossos resultados. Além de verificarem
a translocacao de LC3, checaram também a diminui-
¢ao de p62, outro indicador da inducdo de autofagia.
Essa proteina é requerida para a formagao de agrega-
dos proteicos ubiquitinados, sendo direcionada e incor-
porada nos autofagossomos e, por fim, degradada nos
autolisossomos.!® Sabe-se que o ICI causa uma dimi-
nuicao da atividade de REa por induzir a degradagao
do receptor pelo sistema ubiquitina-proteassomo.® A
relacdo entre sistema ubiquitina-proteassomo com au-
tofagia nos processos de captacao de moléculas e degra-
dacao precisa ser mais bem investigada.®” Além disso,
evidéncias apontam para a existéncia de uma interagao
de REa com beclina 1, uma das principais proteinas
responsaveis pela formagdo de autofagossomos,!® su-
gerindo que a autofagia induzida por ICI tem relacao
principalmente com sua agao antagonista em REa.

Os resultados do MTT mostraram que a viabilidade
de células SKBr3 néo foi alterada com o tratamento
com RAP 1uM por 24, 48 e 72 horas. De acordo com
estudos clinicos, a RAP parece ter efeito citostatico,
pois a diminuicao da proliferagao do cancer de mama é
modesta, mas quando utilizada em conjunto com outros
quimioterépicos, o sinergismo ¢ mais efetivo no trata-
mento.®) Apesar disso, a RAP induz formagao de vesi-
culas acidas, que podem ser por indugao de autofagia,
embora nao cause diminuicdo da viabilidade celular.
Porém ressalta-se que para o presente estudo, a RAP
foi utilizada como um controle positivo para verificar
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o aumento de organelas vesiculares acidas e comparar
com os efeitos de ICI e G-1.

Ao comparar os efeitos de ICI e G-1 em células
SKBr3, alguns dos tratamentos, dependendo do tempo e
da concentracao, aumentaram a viabilidade celular des-
sas células, sem que fosse observada reducdo da viabi-
lidade celular. Aparentemente, a resposta pela inducao
de GPER foi de sobrevivéncia em células RE-negativas.
Paralelamente a esse evento, nao ocorre estimulagao
na formagao de vesiculas acidas, como lisossomos, que
representam as ultimas etapas da degradagao de com-
ponentes macromoleculares e ocorrem na presenga de
estimulos causadores de estresse celular. Alguns estu-
dos3 relataram efeitos pro-proliferativos de G-1 em
células SKBr3 e também de ICI em células SKBr3, mos-
trando que a falta de expressao de REs, principalmente
REaq, e a presenca de GPER podem determinar efeitos
proliferativos em células de cancer de mama negativas
para receptores de estrégeno, demonstrando porque os
tratamentos com antiestrogenos, como o tamoxifeno e
ICI, ndo sao efetivos nesse tipo de cancer de mama.

Depois que foi estabelecida a relacdo entre autofa-
gia e cancer, diversas pesquisas foram realizadas, a fim
de descobrir o papel da autofagia e sua relacdo com o
cancer e resposta terapéutica, avaliando a relacao entre
avia autofagica e a proliferaciao e/ou morte celular. Em
relacao ao cancer de mama, estudos verificaram que an-
tagonistas de REs, como ICI e tamoxifeno, em células
de cancer mamario, promoveram o aumento da auto-
fagia.(*822 Evidéncias recentes mostraram que a inibi-
cao da autofagia é capaz de induzir morte celular, sen-
do a autofagia um mecanismo de sobrevivéncia,®>¥3%
e, no caso de células de cancer de mama positivas para
receptores de estrogeno, a autofagia induzida pelo ICI
parece contribuir para a resisténcia do cancer.'” Como
ICI tem efeito de ativagao em GPER, ainda nao foi in-
vestigado se a via GPER esté envolvida com a sobrevi-
véncia pelo processo autofigico. Assim, € importante
avaliar qual o papel desse receptor nos mecanismos de
sobrevivéncia do ciancer mamario, tornando-se um im-
portante alvo no tratamento do cancer.

CONCLUSAO

Um problema importante na terapia do cancer de
mama € a resisténcia adquirida apds tratamento com
antiestrogenos, como o ICI. Um de seus alvos, o re-
ceptor de estrogeno acoplado a proteina-G, parece ter
papel importante na proliferacao/viabilidade de células
cancerigenas, € sua acdo parece variar dependendo
das condicoes do meio. Um mecanismo celular de pro-
tecao bastante investigado atualmente é a ativacao da
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autofagia. O efeito do ICI no aumento de comparti-
mentos dcidos em células positivas para receptores de
estrogeno parece estar associado principalmente com
seu efeito de inibicdo dos receptores de estrogenos, e
o receptor de estrogeno acoplado a proteina-G parece
nao estar envolvido. Esses dados podem ser importan-
tes para compreender os mecanismos de morte celular
e resisténcia, visando a novas alternativas terapéuticas.
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