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Resumo

A aromatase ¢ a enzima chave da sintese do estrogénio e constitui um alvo terapéutico
para o tratamento do cancro da mama recetor estrogénio positivo na pés-menopausa.
Os fitoestrogénios, principais componentes da soja, sao utilizados muitas vezes como

substituto hormonal feminino devido as suas propriedades estrogénicas.

Com este estudo, pretende-se determinar se os fitoestrogénios genisteina e daidzeina
interferem na atividade da aromatase e na terapéutica do cancro da mama, utilizando

um potente inibidor da aromatase.

Com o ensaio, procuramos estudar a influéncia da genisteina e da daidzeina (em
diferentes concentracoes) na atividade da aromatase de células de adenocarcinoma da
mama recetor estrogénio positivo, MCF-7, na presenca e na auséncia do letrozol, um
potente inibidor da aromatase, em comparacdo com o substrato fisiologico 17p-

estradiol.

Para a realizacdo do ensaio, foi necessaria a otimizacao do volume de lisado celular. A
atividade especifica da aromatase foi determinada por fluorescéncia, com utilizacao do
Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit, e correlacionada com a quantificagdo de

proteinas totais nas amostras, utilizando o Pierce BCA Protein Assay.

Os resultados mostram que a genisteina e a daidzeina, nas diferentes concentracoes
testadas, aumentaram a atividade da aromatase e diminuiram o efeito inibitorio do
letrozol. Esses resultados destacam que se deve ter precaucdo no consumo de
isoflavonas da soja por mulheres na pés-menopausa com cancro da mama recetor
estrogénio positivo em tratamento com inibidores da aromatase, uma vez que foi

evidenciada uma diminuic¢ao da a¢ao inibitoria do letrozol.

Palavras-chave

Cancro da mama;MCF-7;17p-estradiol;genisteina;daidzeina;atividade da aromatase;
letrozol
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Abstract

Aromatase is the key enzyme of the estrogen synthesis and constitutes a therapeutic
target for the treatment of estrogen receptor positive breast cancer in postmenopausal
women. Phytoestrogens, the main components of soy, are often used as female

hormonal substitutes, due to their estrogenic properties.

This research aims to determine if genistein and daidzein, predominant soya
isoflavones, interfere with aromatase activity and with breast cancer therapy, using a

potent aromatase inhibitor.

With this research we intended to study the influence of genistein and daidzein (in
different concentrations), on aromatase activity in breast carcinoma estrogen receptor
positive cell line MCF-7, in the presence and absence of letrozol, a potent aromatase
inhibitor, comparing with physiological substrate 17f3-estradiol. For this purpose, the
lysates cells volumes were optimized. The specific aromatase activity was determined
by fluorometric assay assessed, using Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit, and
correlated with the total protein concentration in the samples, using Pierce BCA

Protein Assay.

The research showed that genistein and daidzein, in all the tested concentrations,
increased aromatase activity and decreased the inhibitory effect of letrozole. Based on
our results, the present study highlights the concern about the consumption of soy
isoflavones by postmenopausal women with estrogen receptor positive breast cancer in
treatment with aromatase inhibitors, since there is evidence of a decrease in letrozole's

inhibitory action.

Keywords

Breast cancer; MCF-7;17p-estradiol;genistein;daidzein;aromatase activity;letrozole
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Capitulo 1

Introducao

Atualmente, dentro das patologias nao-infeciosas, o cancro continua a ser um dos
principais problemas de satude publica que afeta a populacdo a nivel mundial. A Agéncia
Internacional de Pesquisa do Cancro (IARC - International Agency for Research on
Cancer) da Organizacao Mundial da Satide (OMS) estima que o cancro seja responsavel
por cerca de 10 milhoes de mortes em 2020 a nivel mundial (World Health Organization

2018).

O cancro da mama € o cancro mais frequente nas mulheres e o segundo mais comum entre
as patologias oncoldgicas. Segundo as suas projecoes, a OMS, estima, a nivel mundial,
para o ano de 2020, aproximadamente 650 mil mortes e 90 mil novos casos de cancro da
mama. Na Europa, estima-se aproximadamente 7 mil novos casos e 140 mil mortes para
2020 (World Health Organization 2018). Contudo, é uma doenca curavel em 70-80% das

pacientes diagnosticadas em estadio inicial, nao metastatico (Harbeck 2019).

Diversos fatores relacionam-se com o desenvolvimento do cancro da mama como sexo,
idade, historia familiar, fatores genéticos, estilo de vida (dieta, obesidade, consumo de
alcool, tabagismo) e fatores ambientais (exposicao a radiacao e pesticidas) (Eslami-S et al.

2020; Harbeck et al. 2019; Marchand and Stewart 2018; Sun et al. 2017).

A exposicao ao estrogénio é o principal fator para iniciacdo e crescimento tumoral
(Marchand and Stewart 2018). Menarca precoce, menopausa tardia, primeira gravidez em
idade avancada, nuliparidade e exposicao a estrogénios ex6genos como contracetivos orais
e terapia hormonal de substituicdo (THS) para o tratamento dos sintomas da menopausa
parecem aumentar o risco de desenvolvimento do cancro da mama (Chen 2008;

Marchand and Stewart 2018).

A THS era a terapia padrao para os sintomas vasomotores e prevencao de doencgas
cronicas até a publicacdo dos resultados do estudo da Women’s Health Initiative (WHI)
em 2002 (Zaw, Howe, and Wong 2018). Neste estudo, mulheres tratadas com estrogénio
combinado com a progesterona tiveram maior risco de cancro da mama linfonodo-
positivo e estadio avancado do que as que foram tratadas com placebo. Estes resultados
nao sao consistentes com estudos observacionais e a sua significancia clinica ndo é clara

(Ramalhinho 2014).

Apoés o estudo da WHI, muitas mulheres interromperam abruptamente a THS e houve

uma reducao das prescri¢oes desta terapia em todo o mundo, resultando em aumento dos
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sintomas vasomotores, fraturas por osteoporose e insonia (Biglia et al. 2019; Zaw, Howe,

and Wong 2018).

Como consequéncia, houve um aumento do interesse por produtos naturais como
alternativa para o tratamento dos sintomas da menopausa. Os fitoestrogénios tornaram-se
o foco de investigacoes devido a sua similaridade estrutural com o estradiol e a sua
habilidade de modular os recetores de estrogénio (Senthilkumar, Fata, and Kennelly

2018).

Dois em cada trés casos de cancro da mama expressam recetor de estrogénio (ER) e a
terapia antiestrogénica é o pilar do tratamento dessas doentes (Marchand and Stewart
2018; Rodriguez et al. 2017). Neste contexto, os inibidores seletivos da aromatase
(letrozol, anastrozol e exemestano) sao indicados para o tratamento adjuvante do cancro
da mama recetor estrogénio positivo (ER+) em doentes pré-menopausa apds supressao ou
ablacdo ovarica ou em po6s-menopausa (Larionov 2015; National Comprehensive Cancer
Network (US) 2019).

1.1 Estrogénios

Datada da década de 1920, a descoberta do estrogénio pelos pesquisadores Edgar Allen e
Edward Adelbert Doisy foi um marco para o inicio da elucidacdo da fisiopatologia dessa
hormona (van Iten 2017). Os estrogénios sdo hormonas esteroides derivadas do colesterol
e sintetizadas pelos ovarios, placenta, testiculos e cortex adrenal, sendo responsaveis pela
inducao e pelo desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios e apresentam também
importante papel na regulacdo da homeostasia 6ssea, metabolismo de lipidios e hidratos
de carbono, balanco eletrolitico, fisiologia da pele, do sistema cardiovascular e do sistema
nervoso central (Gruber et al. 2002; Saczko et al. 2017; Vrtac¢nik et al. 2014). Apesar de
serem comumente associados as funcgOes reprodutivas femininas, possuem também
importantes funcdes na fisiologia reprodutiva masculina, como modula¢ao da libido,
funcao erétil e espermatogénese (Schulster, Bernie, and Ramasamy 2016; Vrtac¢nik et al.

2014).

Além da sua sintese nos ovarios, muitos tecidos extragonadais também produzem
estrogénios, entre eles células mesenquimais do tecido adiposo (incluindo da mama),
osteoblastos e condrocitos, células musculares lisas aérticas e endotélio vascular, assim
como numerosas partes do cérebro incluindo o hipotdlamo anterior, hipotalamo médio
basal e amigdala (Saha et al. 2019). O 17B-estradiol (E2) é o estrogénio biologicamente
mais ativo sintetizado pelas células ovaricas durante a idade reprodutiva. Outras formas

de estrogénio incluem a estrona (E1) e o estriol (E3) (Liang and Shang 2012).
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Na pré-menopausa, aproximadamente 95% dos estrogénios E1 e E2 sdo sintetizados pelos
ovarios durante o ciclo menstrual e em menor quantidade pelo tecido adiposo e glandula
adrenal. O estriol (E3) é o estrogénio menos potente, formado a partir da estrona (E1)
através de 16a-hidroxilacio, sendo produzido predominantemente pela placenta durante a
gravidez. Na p6s-menopausa, a biossintese de estrogénio pelos ovarios é minima, sendo a
fonte predominante os tecidos extragonadais. A estrona (E1) é o estrogénio predominante
nesta fase, sintetizado principalmente pelo tecido adiposo (Cui, Shen, and Li 2013; Liang

and Shang 2012; Vrtacnik et al. 2014).

A menopausa € considerada um periodo critico, durante o qual, sem intervencoes, ha risco
aumentado de doencas cardiovasculares e metabdlicas, osteoporose, disfuncao sexual, e
declinio cognitivo prematuro, contribuindo para a reducdo da qualidade de vida (Zaw,
Howe, and Wong 2018). Outros sintomas apresentados durante a menopausa incluem
perturbacdes vasomotoras (ondas de calor, sudorese noturna), dores musculares, dores
nas articulagdes, sindrome genito-uninaria, alteraces do humor e depressao (Santoro,

Epperson, and Mathews 2015).

A THS ainda é considerada o tratamento mais efetivo para a reducdo dos sintomas da
menopausa. Porém, nao ¢é indicada para todas as mulheres, especialmente para aquelas
com histérico de cancro hormono-dependente ou tromboembolismo venoso (Biglia et al.

2019).

De acordo com a declaracdo do The North American Menopause Society (NAMS - The
2017 Hormone Therapy Position Statement), a THS somente é aprovada em quatro
condicOes: sintomas vasomotores, osteopenia decorrente da menopausa, sintomas
vulvovaginais e sintomas genito-urinirios em mulheres com menos de 60 anos que
estejam até 10 anos em menopausa e que nao possuam contraindicacoes para a THS. Para
prevengao primaria de outras doengas cronicas, como doencas cardiovasculares, cancro e
deméncia, a utilizagdo de THS permanece controversa (The North American Menopause

Society 2017; Zaw, Howe, and Wong 2018).

1.1.1 Sintese e Metabolismo

Derivados do colesterol (C27), os estrogénios possuem uma parte estrutural em comum,
formada por 18 carbonos (Ci18), consistindo em um anel benzénico e um grupo
hidroxifenolico no C3 (Figura 1.1). A diferenca estrutural entre os estrogénios é a presenca
de um grupo hidroxilo no C17 no 17p-estradiol e no estriol, sendo que o estriol ainda
apresenta outro grupo hidroxilo no C16 e a estrona possui uma cetona no C17 (Figura 1.2)

(Liang and Shang 2012; Samavat and Kurzer 2016).
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Figura 1.2 — Estrutura quimica dos estrogénios (Adaptado de Liang and Shang 2012).

A producao ovarica de estrogénios é regulada pelo eixo hipotdlamo-hipofise-ovario e
inicia-se pela libertacao da hormona luteinizante (LH) e da hormona foliculo estimulante
(FSH) produzidos pela glandula hipofise anterior em resposta a hormona libertadora de
gonadotropina (GnRH) pelo hipotdlamo (Liang and Shang 2012; Samavat and Kurzer
2016).

O primeiro passo da esteroidogénese é a entrada do colesterol na mitocondria que é
regulada pela proteina StAR, codificada pelo gene STAR (Steroidogenic Acute Regulatory
Protein). Uma vez dentro da mitocondria, o colesterol é convertido em pregnenolona,
processo catalisado pela enzima de clivagem de cadeia lateral mitocondrial CYP11A1. A
pregnenolona, entdo, atua como precursor de todas as hormonas esteroides, por acao de
enzimas codificadas pelo gene CYP17A1 e pela enzima HSD3B2 (3B-hidroxisteroide
desidrogenase-deltas,delta4 isomerase tipo 2), conforme a Figura 1.3. Como resultado da
acao destas enzimas, tem-se como produto a formacgao de androstenediona (Miller and

Auchus 2011; Samavat and Kurzer 2016).

A androstenediona, produto mais importante da esteroidogénese durante a fase folicular
do ciclo menstrual, ndo é biologicamente ativa. E convertida em testosterona pela acio da
enzima HSD17B1 (17B-hidroxisteroide desidrogenase 1) e em estrona pela acao da enzima
aromatase, codificada pelo gene CYP19A1 (item 1.1.1.1). A testosterona e a estrona sao
convertidas em 17[3-estradiol, pela acdo das enzimas aromatase e HSD17B1,

respetivamente. Esta etapa da esteroidogénese ocorre em tecidos extragonadais (Figura
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1.3) e é a principal fonte de estrogénio na pos-menopausa (Friesenhengst et al. 2018;

Samavat and Kurzer 2016; To et al. 2014; Zhao et al. 2016).
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Figura 1.3 —Biossintese de estrogénio (Adaptado de Samavat and Kurzer 2016).

Os esteroides, devido ao seu carater lipofilico, sdo transportados no plasma ligados as
proteinas séricas (albumina e B-globulina). Somente a fracdo livre dos esteroides, nao
ligados as proteinas, é biologicamente ativa (Holschbach and Handa 2017). Ao alcancar o
tecido alvo, desligam-se das proteinas séricas e difundem-se passivamente através das
membranas celular e nuclear, ligam-se a recetores intracelulares ativando sequencias
especificas de genes que regulam o crescimento e a diferenciacao celular (Epstein 2001;
Holschbach and Handa 2017).

A metabolizacdo dos estrogénios ocorre principalmente no figado, sendo
biotransformados em diferentes metabolitos por trés vias distintas: hidroxilacao,
metilacdo e oxidacao (Figura 1.4) (Epstein 2001; Samavat and Kurzer 2016; Yasuda,

Sakakibara, and Shimoi 2017).

A hidroxilacdo do estradiol pelo citocromo P450 (CYP) A1 e Bi, forma os catecois

estrogénios 2-hidroxiestradiol (2-OHE2) e 4-hidroxiestradiol (4-OHE2), respetivamente.
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A metilacdo dos catecdis estrogénios é a segunda fase da metabolizacdo, mediada pela
enzima catecol-O-metiltransferase (COMT), convertendo esses compostos em
metoxiestrogénios, 2-metoxiestradiol (2-MeOE2) e 4-metoxiestradiol (4-MeOE2)
(Epstein 2001; Samavat and Kurzer 2016; Yasuda, Sakakibara, and Shimoi 2017). O 2-
hidroxiestradiol inibe o crescimento e a proliferacao celular. O mecanismo relacionado ao
baixo potencial carcinogénico deste metabolito estd associado a alta taxa de clearance,
rapida metilacdo pela COMT e ao baixo potencial estrogénico e, ainda, a sua forma
metilada, o 2-metoxiestradiol, inibe a angiogénese e suprime o crescimento tumoral

(Samavat and Kurzer 2016).

A via oxidativa pode gerar espécies potencialmente mutagénicas. O metabolito 3,4-
quinonaestradiol (E2-3,4-Q), formado pela oxidacao do 4-OHE2, pode reagir diretamente
com o DNA e ligar-se de forma covalente a guanina e/ou adenina levando a formacao de
aductos no DNA (Yasuda, Sakakibara, and Shimoi 2017). Além disso, o processo de
oxidagdo pode gerar radicais livres do oxigénio por via ndo enzimaética, causando stress

oxidativo a célula (Avendafio and Menéndez 2015).
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Figura 1.4 — Representacdo esquemética do metabolismo dos estrogénios. 2-OHE2, 2-hidroxiestradiol; 4-
OHE2, 4-hidroxiestradiol; 2-MeOE2, 2-metoxiestradiol; 4-MeOE2, 4-metoxiestradiol; E2-3,4-Q, 3,4-
quinonaestradiol (Adaptado de Yasuda, Sakakibara, and Shimoi 2017).



A ultima fase do metabolismo dos estrogénios é a reacdo de glicuronidacdo em que sao
formados conjugados dos varios substratos com o acido glicurénico e sulfato por enzimas
microssomias hepaticas, incluindo UDP-glicuroniltransferases e sulfotransferases,
respetivamente. A conjugacdo dos estrogénios permite que se tornem hidrossolaveis para

serem excretados na urina e fezes (Samavat and Kurzer 2016).

1.1.1.1 Aromatase como Fator Limitante da Sintese de Estrogénios

Codificada pelo gene CYP19A1, localizado no cromossomo 15q21.1, a aromatase é a enzima
que catalisa a etapa final e limitante da biossintese de estrogénios, desempenhando um
papel crucial na conversao de androstenediona em estrona e de testosterona em estradiol

(Friesenhengst et al. 2018; Rahideh et al. 2017; To et al. 2014; Zhao et al. 2016).

A aromatase catalisa trés reacoes oxidativas em que cada reacdo consome uma molécula
de oxigénio e uma de NADPH, sendo este o cofator que catalisa a reacdo por transferéncia
de eletroes doados pela flavoproteina para o grupo heme da aromatase e depois para o
substrato androgénico, através do complexo NADPH-citocromo P450 redutase (Figura

1.5) (Jiet al. 2014; Miller 2017; Nardo and Gilardi 2013; Sohl and Guengerich 2010).
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Figura 1.5 — Mecanismo de conversido de androgénios em estrogénios mediado pela aromatase (Adaptado de
Miller 2003).

A aromatase localiza-se no reticulo endoplasméatico e é expressa em varios tecidos

incluindo ovérios, placenta, ossos, musculos, cérebro, pele e tecido adiposo (Chumsri et al.
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2011; To et al. 2014). Os ovérios sdo a principal fonte de biossintese de estrogénios em
mulheres em idade reprodutiva. Na p6s menopausa, as células mesenquimais do tecido

adiposo sao a principal fonte de estrogénio (Mukhopadhyay et al. 2015).

A expressdo da aromatase é regulada pela transcricio do gene CYP19A1. Uma
caracteristica deste gene ¢ a existéncia de regioes promotoras para regular a transcricao de
maneira tecido-especifica (To et al. 2014). Estas regides promotoras incluem 1.1, 1.2 e I2a
para a placenta, 1.4 para o tecido adiposo e para a pele, 1.5 para o tecido fetal, I.f para o
cérebro, 1.7 para as células endoteliais, 1.6 para os ossos, 1.3 para o tecido adiposo e PII
para as gonadas e para o tecido adiposo (Zhao et al. 2016). Distintos fatores de transcricao
regulam cada regido promotora através de vias de sinalizacdo e de maneira tecido-
especifica. A hormona foliculo estimulante (FSH) induz a regido promotora proximal II, a
prostaglandina-PGE2 induz as regides promotoras II e 1.3 e os glucocorticoides e as
citocinas, interleucinas 6 ou 11 e o fator de necrose tumoral (TNF) induzem a regiao

promotora I.4 (Bulun et al. 2012).

No tecido mamaério saudéavel, os fibroblastos do tecido adiposo expressam baixos niveis da
aromatase via regido promotora I.4, enquanto as regides promotoras 1.3/II, ocupadas por

repressores transcricionais, permanecem quiescentes (Bulun et al. 2012).

No cancro da mama, as regioes promotoras I3, IT e 1.7 sdo ativadas, levando a um aumento
acentuado da expressao da aromatase no tecido tumoral e no tecido adiposo adjacente e,
consequentemente, a sobreproducao de estrogénio promove o crescimento e a progressao
tumoral. Além disso, citocinas podem estimular a atividade da regidao promotora 1.4 e
também induzir a reacdo desmoplasica nos fibroblastos do tecido adiposo tumoral (Chen
et al. 2009). A regido promotora 1.7 é ativada pelo fator de transcricio GATA2 em células
endoteliais, aumentando a expressao da aromatase, o que leva ao aumento da biossintese

de estrogénios no tecido vascular endotelial (Zhao et al. 2016).

Uma vez que o tecido tumoral tem aumento da expressao da aromatase e dos niveis de
estrogénio e por esta enzima ser responsavel pela etapa limitante da biossintese de
estrogénios, os inibidores da aromatase sdo um tratamento efetivo do cancro da mama

(Liang and Shang 2012).

Os inibidores seletivos da aromatase de terceira geracdo, como o letrozol e o anastrozol,
sao farmacos utilizados como primeira linha de tratamento do cancro da mama recetor
estrogénio positivo em mulheres pds-menopausa ou pré-menopausa submetidas a
supressao ou ablacdo ovarica prévias (Mukhopadhyay et al. 2015; National
Comprehensive Cancer Network (US) 2019). O letrozol contém um anel triazdlico que se

liga de forma competitiva ndo-covalente ao grupo heme do sitio ativo da aromatase,
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resultando em reducao da biossintese de estrogénios em todos os tecidos (Bhatnagar

2007; Chan, Petrossian, and Chen 2016).

1.1.2 Recetores e Mecanismos de Acao

Os estrogénios exercem as suas funcOes biologicas através da ligacdo aos recetores
nucleares de estrogénio alfa (ERa) e beta (ER[) e a recetores de estrogénios acoplados a
proteina G, o GPER30, localizado na superficie celular e na membrana do reticulo

endoplasmatico (Piperigkou and Karamanos 2019; Xu et al. 2019).

Os recetores nucleares ERa e ERp, codificados pelos genes ERS1 e ERS2, respetivamente,
sdo membros da superfamilia de recetores hormonais, agem como fatores de transcricao
ativados por ligando e modulam a transcricao de genes especificos (Ramalhinho 2014). A
sua distribuicdo nos tecidos varia. O ERa é expresso principalmente em 6rgaos gonadais
(titero, ovarios, prostata, testiculos e mama) e, em menor nivel, em outros tecidos (0ssos,
figado, rins, tecido adiposo e cérebro). O ERp é expresso principalmente em tecidos nao-
gonadais (colon, medula 6ssea, endotélio vascular, pulmées, bexiga e cérebro) (Cui, Shen,

and Li 2013). O sistema musculo-esquelético expressa os dois recetores (Patel et al. 2018).

Os GPER30 sao recetores pertencentes a familia de recetores acoplados a proteina G
(GPCR) e sao expressos nos tecidos nervoso, reprodutor, digestivo e muscular, e também

na medula adrenal e pelvis renal (Cui, Shen, and Li 2013; Xu et al. 2019).

As vias de sinalizacao através dos ER envolvem mecanismos moleculares distintos. Estas
vias podem ser classificadas como vias de sinalizacdo dependente do ligando ou

independente do ligando, conforme Figura 1.6 (Khan, Cowan, and Ahmed 2012).

A sinalizacdo genomica classica ou genémica direta dos ER envolve a ligacao do estrogénio
a recetores nucleares, que dimerizam e ligam-se a elementos de resposta ao estrogénio
(ERE — Estrogen Response Elements) localizados nas regioes promotoras do gene. A
ligacdo ao estrogénio também induz mudancas no dominio de ligacao ao ligando nos ER e,
essa alteracao conformacional, permite o recrutamento de proteinas coativadoras
(Bjornstrom and Sjoberg 2005). Entretanto, os ER podem regular a expressao génica sem
se ligarem diretamente ao DNA, sendo denominada sinalizacdo genémica nao-classica ou
genomica indireta (Bjornstrom and Sjoberg 2005; Khan, Cowan, and Ahmed 2012). Esta
sinalizacdo independente de ERE ocorre através de interacdes proteina-proteina com
outros fatores de transcricdo no nicleo, como o AP-1 (Bjornstrom and Sjoberg 2005;

Vrtacnik et al. 2014).
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Além disso, os ER da membrana medeiam as a¢des ndo-gendémicas dos estrogénios, que
podem levar a alteracoes na funcao de proteinas no citoplasma e a regulacao da expressao
génica (Bjornstrom and Sjoberg 2005). A sinalizacdo nao-gen6émica ocorre através da
ligacdo do estrogénio aos ER ou GPR30, tanto intracelular como na membrana
plasmatica, resultando na ativacdo de varias cascatas de proteinas cinase, que podem
eventualmente levar a mudancas indiretas na expressao génica devido a fosforilacao dos
fatores de transcricao (Gogos et al. 2015; Vrtacnik et al. 2014). A ligacdo do estrogénio aos
ER na superficie celular promove a cascata de sinalizagdo através da proteina cinase
ativada pelo mitogénio (MAPK), do fosfatidilinisitol-3 cinase (PI;K) e da proteina cinase C
(PKC) (Coleman and Smith 2001).

Na sinalizacao independente do ligando, fatores de crescimento e ativacdo das vias de
sinalizacdo das proteinas cinases (PKA e PKC), da MAPK e do PI;K, promovem a
fosforilacdo e a ativacdo dos ER nucleares, modulando a expressdo génica (Fuentes and
Silveyra 2019; Khan, Cowan, and Ahmed 2012; Ramalhinho 2014). Esta via de sinalizacao

ocorre na auséncia do estrogénio (Khan, Cowan, and Ahmed 2012).
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Figura 1.6 — Vias de sinalizacdo estrogénica. Sinalizacdo dependente do ligando: A) Sinalizacdo gendémica
classica ou gendmica direta; B) Sinalizacdo ndo-classica ou gendmica indireta; C) Sinalizacdo nao-genémica; e
D) Sinalizagdo independente do ligando. EGF, fator de crescimento epidermal; EGFR, recetor do fator de
crescimento epidermal; GFR, recetor do fator de crescimento (Adaptado de Khan, Cowan, and Ahmed 2012).

1.2 Fitoestrogénios

Os fitoestrogénios sao compostos polifendlicos nao-esteroidais naturais derivados de
plantas presentes numa grande variedade de alimentos, especialmente na soja (Glycine

max) e em menor quantidade em leguminosas como alfafa (Medicago Sativa), semente de
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linhaca (Linum usitatissimum), grao de bico (Cicer arietinum), feijao (Phaseolus
vulgaris) e trevo vermelho (Trifolium pratense). Possuem estrutura quimica e atividade
similares ao 17B-estradiol. Os grupos hidroxilo nos anéis fenolicos dos fitoestrogénios
correspondem aos grupos hidroxilo nos anéis aromaticos do 17p-estradiol, desta forma
permitem que os fitoestrogénios exercam os seus efeitos estrogénicos ou antiestrogénicos
ao ligarem-se aos recetores de estrogénio (ER) (Basu and Maier 2018; Poluzzi et al. 2014;

Rietjens, Louisse, and Beekmann 2017; Senthilkumar, Fata, and Kennelly 2018).

Sao classificados de acordo com sua estrutura quimica em flavono6ides que incluem as
isoflavonas, cumestanos e prenilflavondides e nao-flavondides que inclui os lignanos

(Figura 1.7) (Lephart 2015; Molina et al. 2018).
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Figura 1.7 — Classificacdo quimica dos fitoestrogénios e comparagdo com o 17p-estradiol (Adaptado de Molina
et al. 2018).

Os fitoestrogénios possuem varios efeitos benéficos para a satide como redugao do risco de
sintomas associados a menopausa, como ondas de calor e osteoporose. Como resultado, os
fitoestrogénios estao presentes num grande nimero de suplementos alimentares e
amplamente comercializados como alternativas naturais a terapia hormonal de
substituicdo. Além disso, a exposi¢do aos fitoestrogénios tem sido relacionada com a
reducdo dos riscos de doenca cardiovascular, obesidade, sindrome metabolica, diabetes
tipo 2, distirbios cerebrais e cancros da mama, da prostata e do intestino (Rietjens,

Louisse, and Beekmann 2017).

O interesse no consumo de dieta fitoestrogénica iniciou-se por estudos epidemiolégicos
que evidenciaram menor incidéncia de cancro da mama em mulheres asiaticas, e que
levantaram a hipotese de que, por essa populagdo ingerir uma dieta rica em
fitoestrogénios (isoflavonas da soja), possuiriam menor risco de desenvolver cancro da

mama. Esta hipotese foi corroborada por estudos que mostraram aumento da incidéncia
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de cancro da mama em mulheres asiaticas que migraram para o ocidente e adquiriram
habitos alimentares nao tradicionais (Basu and Maier 2018; Choi and Kim 2013;

Senthilkumar, Fata, and Kennelly 2018).

Apesar da associacao favoravel entre o consumo de produtos da soja e a reducao do risco
de cancro da mama, ensaios experimentais em células do cancro da mama in vitro
mostram que muitos fatores podem influenciar as propriedades da isoflavonas, incluindo
a concentracao de estrogénio circundante, presenca ou auséncia de recetores de

estrogénio, assim como a dose (Chen et al. 2003).

Muitos estudos tém sido conduzidos para investigar a atividade farmacologica dos
fitoestrogénios, sendo as isoflavonas a classe mais pesquisada devido a sua atividade

VIV 7

estrogénica (Choi and Kim 2013; KiiZova et al. 2019).

1.2.1 Isoflavonas da Soja

As isoflavonas predominantes na soja sao a genisteina e daidzeina (aproximadamente 47 e
44%, respetivamente) e em menor quantidade a gliciteina (aproximadamente 9%)
(Poschner et al. 2017). Apresentam-se na forma conjugada com varios acicares formando
malonilglicosideos, acetilglicosideos e B-glicosideos que nao possuem atividade biologica.
A quantidade desses compostos na soja varia, o que influencia a sua biodisponibilidade e,
consequentemente, a sua atividade bioldgica. Além disso, a concentracao final das
isoflavonas pode variar nos individuos devido ao seu metabolismo especifico (Amaral et al.
2017; Setchell 2017). A ativacdo desses glicosideos depende da hidrolise por glicosidases
intestinais, libertando agliconas bioativas que sao absorvidas pelos enterocitos e assim, as

agliconas exercem a sua atividade biologica (Figura 1.8) (Setchell 2017).

Apébs a absorcao, as isoflavonas sdo conjugadas no figado, principalmente pelo acido
glicuronico e em menor proporc¢ao pelo acido sulftrico (Molina et al. 2018). A daidzeina é
convertida em dihidrodaidzeina (DHDE), equol e O-desmetilangolensina (O-DMA) e a
genisteina é convertida em dihidrogenisteina (DHGE) e p-etilfenol, que é inerte e o
metabolito menos predominante. Estes compostos e seus metabolitos circulam no sangue
e sdo excretados na urina em até 48 horas apods a ingestao (Kim et al. 2010; Poluzzi et al.

2014; Setchell 2017).
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Figura 1.8 — Composi¢do quimica de isoflavonas da soja e seu metabolismo apoés ingestao e comparagio das
estruturas tridimensionais do principal metabdélito S-(-)Equol com o estradiol; 6"-O-hidroxi-DMA: 6'-Hidroxi-
O-desmetilangolensina (Adaptado de Setchell 2017).

As isoflavonas possuem acoes bioldgicas benéficas como a quimioprotecao (modulacdo da
carcinogénese, nomeadamente iniciagdo, promocao e progressao tumoral) (Kfizova et al.
2019; Varinska et al. 2015). Entretanto, sao também classificadas como disruptores
endocrinos, indicando que possuem o potencial de causar efeitos adversos no organismo
como infertilidade e aumento do risco de cancro estrogénio-dependente, como o cancro da
mama (Rietjens, Louisse, and Beekmann 2017). Além disto, sao considerados
moduladores seletivos dos recetores de estrogénio (SERM - Selective Estrogen Receptor
Modulators), uma vez que induzem efeito estrogénico ou antiestrogénico ao ligar-se aos
ER, competindo com o estradiol endégeno pela ligacao aos recetores (Basu and Maier

2018; KriZova et al. 2019).

No nucleo celular, as isoflavonas ligam-se aos ER regulando a expressdao génica. A
afinidade a isoforma ERf é aproximadamente vinte vezes maior do que a isoforma ERa,
em contraste com o estradiol, que possui a mesma afinidade para ambos os recetores. Em
comparacao com o estradiol, as isoflavonas possuem baixo potencial estrogénico.
Entretanto, deve-se considerar que os fitoestrogénios sdao consumidos em grandes
quantidades, o que pode levar a concentragbes muito maiores do que as dos estrogénios
endogenos e compensar a sua baixa afinidade aos ER (Amaral et al. 2017; K¥izova et al.

2019).
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Estudos in vitro tém mostrado que as isoflavonas genisteina e daidzeina estimulam a
proliferacao de células MCF-7 (cancro da mama ER+) quando em baixas concentragoes,
mas inibem quando em altas concentracoes, o que indica que o efeito proliferativo em
baixas doses é mediado pelos ERa, uma vez que as células MCF-7 tém baixa expressao de
ERp (Poschner et al. 2017).

Além da interacao mediada pelos ERa, as isoflavonas genisteina e daidzeina, em baixas
concentragoes, podem induzir a transcricio nao-gendmica ao ativar os recetores de
estrogénio acoplados a proteina G (GPER30) tanto em células normais como em células
tumorais. A ativacdo do GPER30 resulta em aumento da producdao de AMP ciclico
(cAMP), da mobilizacao de calcio intracelular e da sintese de fosfatidilinositol trifosfato
(PIP;), da transativacdo do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e na
ativacdo das vias de sinalizacdo PI;K/Akt e MAPK/ERK (Molina et al. 2018; Poschner et
al. 2017).

Desta forma, as isoflavonas exercem efeitos agonista ou antagonista, dependendo da sua
concentracao no tecido alvo. Quando em altas concentragoes, atuam como antagonista, ao
ligarem-se aos ER e, como consequéncia, bloqueiam o efeito do estrogénio endogeno

(Basu and Maier 2018; KriZova et al. 2019).

1.2.1.1 Genisteina — Mecanismo de Acao

A genisteina possui estrutura difendlica que se assemelha estereoquimica e
funcionalmente aos grupos hidroxilo do estradiol, tornando-a capaz de se ligar aos
recetores de estrogénio subtipos a e B (ERa e ERp) e ao recetor de membrana GPER30
(Ganai and Farooqi 2015; Molina et al. 2018; Mukund et al. 2017). Possui 40 vezes mais
afinidade pelo ER[, e a ativagdo preferencial por este recetor reduz ao aumentar a
concentracdo da genisteina, sendo esta capaz de ativar os dois subtipos de recetores de
estrogénio (ERa e ERPB) (Poluzzi et al. 2014; Russo et al. 2016). Em comparagao com o
estradiol, a interacao da genisteina com o ER[} ocorre com a mesma eficiéncia, no entanto,
a concentracao de genisteina necessaria para induzir a transcricdo génica é 104 vezes

maior do que a do estradiol (Basu and Maier 2018).

As semelhancas da genisteina com o estradiol permitem que possa ser utilizada no
tratamento dos sintomas da menopausa como reducao da massa 6ssea, ondas de calor e
vaginite (Mukund et al. 2017). Estudos tém demostrado que a genisteina possui uma
variedade de beneficios para a satide e um importante papel na prevencao e no tratamento
de varias doencas (Ganai and Farooqi 2015). Além de possuir propriedades estrogénicas, a

genisteina pode alterar a concentracdo e a funcao de varias hormonas como insulina,
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leptina, hormona da tireoide e cortisol. Possui efeito na regulacdo do metabolismo
lipidico, modificando a lipdlise, a lipogénese e a sintese de ATP. Tem propriedades
antioxidantes e exerce atividade antitumoral (inibi¢do da proliferacao celular, regulacao

do ciclo celular e inducao da apoptose) (Thangavel et al. 2019).

O efeito da genisteina em células de cancro da mama recetor estrogénio positivo (ER+)
MCF-7 ¢é dose-dependente. Em baixas concentracbes (inM a 10uM), estimula o
crescimento de células cancerigenas, enquanto em concentragoes acima de 10uM, inibe o
crescimento celular (Chen et al. 2003; Poschner et al. 2017). Segundo Thangavel e
colaboradores (2019), a genisteina induz apoptose em células MCF-7 em concentracdes de

10 a 100uM (Thangavel et al. 2019).

O efeito antiproliferativo da genisteina é mediado pela inibi¢do da PTK (proteina tirosina
cinase) interrompendo a transducdo do sinal, a diferenciacdo celular e a inibicdo da
topoisomerase II, que levam a fragmentacao do DNA e apoptose (Ko 2014; Poluzzi et al.
2014; Russo et al. 2016). Outros mecanismos moleculares inibitérios da carcinogénese
pela genisteina incluem inibi¢do da 5a-redutase, da proteina histidina cinase e de cinases
dependentes de ciclina, bloqueio do ciclo celular na fase G2/M, modulacao de diferentes
vias de sinalizacao associadas com a proliferacao celular como NF-kB (fator nuclear kB),

Akt e MAPK (Poluzzi et al. 2014; Thangavel et al. 2019; Varinska et al. 2015).

A genisteina possui acdo na aromatase. Estudo realizado por van Duursen e colaboradores
(2011) em células MCF-7 utilizando fadrozol (inibidor da aromatase), mostrou que a
genisteina aumenta a expressao e a atividade da aromatase, sugerindo que suplementos da
soja podem afetar a eficacia do tratamento do cancro da mama com inibidores da

aromatase (van Duursen et al. 2011).

1.2.1.2 Daidzeina -Mecanismo de Acao

A daidzeina é a segunda isoflavona mais predominante na soja. Devido a sua estrutura
semelhante ao estradiol, é capaz de se ligar aos recetores de estrogénio alfa e beta, porém
possui apenas cinco vezes mais afinidade pelo ERf, quando comparada com a genisteina

(Poschner et al. 2017).

As atividades farmacolégicas atribuidas a daidzeina incluem anticarcinogénese,
antifibrética, antidiabética, além de reducdao dos niveis de colesterol e atividade

cardiovascular (Rawat et al. 2019).

Assim como a genisteina, a daidzeina estimula a proliferacdo de células do cancro da

mama MCF-7 em concentracoes menores que 10puM e inibe o crescimento em
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concentragoes superiores a 10uM (Choi and Kim 2008; Poschner et al. 2017). Um estudo
realizado por Ju e colaboradores (2006) em células MCF-7 mostrou que a daidzeina
possui um efeito estimulatério modesto no crescimento celular em concentracoes de

0.001uM a 50uM, com estimula¢ao méaxima a 1uM (Ju et al. 2006).

Em altas doses, a daidzeina exerce seu efeito antiproliferativo por inibi¢do da proteina
tirosina cinase (PTK) levando a supressao ou inibicao da via de transducdo de sinal que
induz a carcinogénese (Ko 2014). Noutro estudo, realizado por Choi e Kim (2008), a
proliferacao reduziu significativamente em células MCF-7 tratadas com daidzeina nas
concentragoes de 1—-100uM pelo periodo de 24, 48 e 72 horas. A atividade antiproliferativa
da daidzeina relacionou-se com a inducao da apoptose mediada pelo bloqueio do ciclo
celular na fase G1 em concentracdo de 10uM e em maior propor¢ao na fase G2/M no
intervalo de concentracoes 50-100uM. E na concentracao de 100uM induziu apoptose

através da ativacao da caspase-9 (Choi and Kim 2008).

1.3 Linhas Celulares no Estudo do Cancro da Mama

O cancro da mama é uma doenca com impacto socioeconémico consideravel devido a sua
severidade e alta incidéncia a nivel global, sendo necessarias pesquisas continuas para
diagnoésticos, terapéuticas e prognosticos eficientes, utilizando diferentes tipos de
materiais. As linhas celulares do cancro da mama tém contribuido significativamente para
o entendimento da fisiopatologia desta doenca, desenvolvimento de novos farmacos e

investigacgoes toxicologicas (Dai et al. 2017; Ravi, Sneka, and Joshipura 2019).

Algumas vantagens da utilizagdo de linhas celulares em cultura sao a facil execucao, o
controlo do ambiente fisico-quimico como pH, temperatura, pressio osmotica e
concentracao de O, e CO., os ensaios podem ser realizados com volumes reduzidos, o que
reduz os custos dos ensaios e as culturas sdo expostas diretamente aos reagentes em
concentragoes baixas e definidas (Philippeos et al. 2012). Além disso, a utilizacdo de
culturas celulares, principalmente em estudos pré-clinicos, contribui para a redugao do

uso de animais em pesquisas (Comsa, Cimpean, and Raica 2015).

As linhas celulares do cancro da mama sao caracterizadas de acordo com a presenca ou
auséncia de trés importantes recetores: recetor de estrogénio (ER), recetor de
progesterona (PR) e recetor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) (Ravi,
Sneka, and Joshipura 2019). Sao exemplos de linhas celulares: MCF-7, recetor estrogénio
positivo; MDA-MB-231, recetor triplo negativo; e MDA-MB-453, HER2 positivo (Holliday

and Speirs 2011).

46



A linha celular de adenocarcinoma da mama MCF-7, acrénimo de Michigan Cancer
Foundation-7, é a mais utilizada na investigacdo do cancro da mama e foi isolada pela
primeira vez em 1973 por Soule e colaboradores, proveniente da efusdo pleural de uma
paciente de 69 anos com doenca metastatica (Soule et al. 1973). Caracteriza-se por
expressar altos niveis de recetores de estrogénio ERa e baixos niveis de ER(,
apresentando alta sensibilidade ao estrogénio, nomeadamente o estradiol (E2),
dependendo desta hormona para sua proliferacdo. Na auséncia de estrogénios, estas
células aumentam a expressao dos recetores de estrogénio (Comsa, Cimpean, and Raica

2015).

As células MCF-7 apresentam a vantagem de serem bem caracterizadas e, devido ao seu
facil manuseio, continuam sendo amplamente utilizadas na investigacao do cancro da

mama.

1.4 Objetivos

Uma vez que a aromatase é a enzima chave da sintese do estrogénio e estd sobreexpressa
no cancro da mama recetor estrogénio positivo, a terapia com inibidores seletivos da
aromatase constitui o tratamento padrao na poOs-menopausa. Os fitoestrogénios,
principais componentes da soja, muitas vezes sdo utilizados como substituinte hormonal
feminino devido as suas propriedades estrogénicas, além de comporem uma gama variada
de alimentos que podem ser consumidos deliberadamente. Com este estudo, pretende-se
determinar se os fitoestrogénios interferem na atividade da aromatase e na terapéutica do

cancro da mama utilizando um potente inibidor da aromatase.

Este trabalho tem como objetivo principal estudar o efeito dos fitoestrogénios genisteina e

daidzeina na atividade da aromatase de células MCF-7.
Para alcancar este objetivo, desenvolveram-se os seguintes estudos:
» Otimizacao das condic¢oes para o ensaio da atividade da aromatase;

» Comparacao dos efeitos da aromatase na presenca da genisteina e da daidzeina

com o substrato natural, 17B-estradiol;

» Estudo do efeito da genisteina e da daidzeina, comparado ao 17B-estradiol, na

presenca e na auséncia do inibidor da aromatase, letrozol.
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Capitulo 2

Estudo do Efeito da Genisteina e da Daidzeina

na Atividade da Aromatase de células MCF-7

Materiais e Metodologia

2.1 Materiais

2.1.1 Reagentes

Acetonitrilo, Carlo Erba Reagents;

Agua MilliQ, Millipore;

Antibiético Ab (10,000 unidades/mL de penicilina, 10omg/mL de
estreptomicina) e Antimicotico (25ug/mL de anfotericina B);

Aromatase (CYP19A) Activity Assay Kit, BioVision;

Azul de tripano (Trypan blue);

Bicarbonato de sodio (NaHCO,), Fisher Scientific;

Cloreto de potassio (KCl), AppliChem;

Cloreto de s6dio (NaCl), Fisher Scientific;

Dimetilsulf6xido (DMSO), Honeywell Research Chemicals;

Fosfato dissédico (Na,HPO,), Fisher Scientific;

Fosfato monopotéassico (KH.PO,), Honeywell;

Meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), Sigma Aldrich;
Pierce BCA Protein Assay kit, Thermo Scientific;

Soro bovino fetal (FBS), Biochrom;

Tampao fosfato salino (PBS).

2.1.2 Linha celular

MCF-7 (adenocarcinoma da mama - Michigan Cancer Foundation-7).

2.1.3 Compostos testados

17-B-estradiol, Sigma Aldrich;
Isoflavona de soja- Daidzeina, Sigma Aldrich;

Isoflavona de soja- Genisteina, Sigma Aldrich.
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2.1.4 Materiais

» Agitador magnético, Agimatic HS;

» Balanca analitica, RadMag PS 2100.R2;

* Banho Maria, Fisher Scientific Polystat 36;

= Camara de Fluxo Laminar Vertical, NuAire, Classe II;

= (Camara de Neubauer;

= Cell scraper;

» Centrifuga refrigerada, Sigma 3K18C, Bioblock Scientific;
» Deionizador de agua, MilliQ;

= Incubadora, NuAire, DHD Autoflow;

»  Microscopio invertido, Olympus CK40;

= Espectrofotobmetro de microplacas, BioRad xMark;

=  Microtubos de 1,5mL;

* Fluorimetro, Spectra Max Gemini EM;

= Frascos de cultura;

»= Micropipetas e pontas;

» Placas de petri;

» Placas multipocetos;

» Pipetas graduadas;

» Potenciometro medidor de pH, Thermo Scientific Orion Star A211;

=  Tubos falcon.

2.2 Preparacao do Meio de Cultura DMEM

O meio de cultura utilizado foi o DMEM liofilizado, com alta percentagem de glicose,

contendo L-glutamina.

Para a preparacdo, solubilizou-se DMEM liofilizado (13,4g) e bicarbonato de sédio
(NaHCO; — 3,7g/L) em agua destilada MilliQ para o volume final de 1L de meio. O pH foi

ajustado para 7,2, no potenciémetro, sob agitacao magnética.

O meio foi suplementado com 1% de Antibidtico Ab/Antimicotico (10,000 unidades/mL
de penicilina, 10mg/mL de estreptomicina e 25ug/mL de anfotericina B) e 10% (v/v) de
FBS nao ativado. Procedeu-se, entao, a filtragem do meio por meio de sistema a vacuo na
Camara de Fluxo Laminar vertical, sendo posteriormente armazenado a 4°C até sua

utilizagdo, sendo previamente aquecido a 37°C para as culturas celulares.
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2.3 Preparacao da Solucao de PBS

A solucdo de PBS para os ensaios foi preparada utilizando a solucdo concentrada e
previamente preparada pelo Centro de Investigacdo em Ciéncias da Satde (CICS),
composta pelos seguintes reagentes: NaCl (1.37M), KCl (27mM), Na,HPO, (100mM) e
KH,PO, (20mM).

Diluiu-se 100mL da solugao concentrada de PBS em agua destilada MilliQ para o volume
final de 1L. A solucdo obtida foi filtrada a vidcuo na Camara de Fluxo Laminar vertical e

armazenada a temperatura ambiente.

2.4 Preparacao das Solucoes dos Compostos

2.4.1 7p-Estradiol

A preparacao da solucdo inicial (solucao mae) do 17B-estradiol consistiu na reconstituicao
de 2.7mg do 17p-estradiol liofilizado em 1mL de DMSO, obtendo uma solucao de

concentragao 10-2 M.

A partir da solucao mae, foram preparadas duas solugoes intermédias de 103M e 10 5M

(Figura 2.1), diluidas em meio de cultura DMEM e armazenadas a -20°C até os ensaios.

] | |

Solucdo mae 102M Solucao intermédia 10-3M Solucao intermédia 10-5M

(2,7mg de 17-B-estradiol (100uL da solucao mae (10uL da solucao intermédia
+ 1mL de DMSO) + 9oouL de meio) de 1073 + 9g9ouL de meio)

Figura 2.1 — Preparacao da solugido mae de 17f-estradiol e solugées intermédias 103M e 10°5M.

As solugoes de 17B-estradiol requeridas para os ensaios com as concentracoes 50, 10 e

1nM, foram preparadas a partir da solucao intermédia 10-5M, conforme Figura 2.2.
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Solugdo 50nM Solugdo 10nM Solugao 1nM
22,5pL da solucao 800pL da solucao 50mMm 350pL da solucao 10mMm
intermédia 10-5m + +
Solugao + 3200pL de meio 3150pL de meio
intermédia 4477,50L de meio

107M

Figura 2.2 — Preparacao das solucoes de 17f3-estradiol 50, 10 e 1nM.

2.4.2 Genisteina

A solucao inicial de genisteina (solu¢ao mae) foi preparada diluindo-se 5mg de genisteina
liofilizada em 2mL de DMSO, obtendo-se a concentracgao final de 9,25mM e armazenada a

-20°C até aos ensaios.

As solucoes de genisteina 100, 50 e 25uM para os ensaios foram preparadas a partir da

diluicao da solucao mae em meio de cultura DMEM, conforme a Figura 2.3.

70,27uL 27500L 17500L

Solugéo 100puM Solugdo 50uM Solugdo 25pM
70,27pL da solucdo mae 2750pL da solucdo 100pM 1750pL da solucéo 50puM
+ + +
Solugdo mae 6429,73pl de meio 2750pL de meio 1750pL de meio
Genisteina
9,25mM

Figura 2.3 — Preparacao das solu¢oes de Genisteina 100, 50 e 25uM.

2.4.3 Daidzeina

A solucao inicial (solucao mae) de daidzeina foi preparada diluindo-se 5mg de daidzeina
liofilizada em 2mL de DMSO, obtendo-se uma solucdo de concentracao 9,85mM e

armazenada a -20°C até os ensaios.

As solucoes de daidzeina 100, 50 e 25uM foram preparadas a partir da solucdo mae

9,85mM em meio DMEM, conforme a Figura 2.4.
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65,980 2750uL 1750uL

Solugdo 100pM Solugdo 50puM Solugio 25pM
65,98pL da solucdo mae 2750pL da solugdo 100pM 1750pL da solucéo 50pM
+ + +
Solugdo mae 6434,02uL de meio 2750uL de meio 1750uL de meio
Daidzeina
9,85mM

Figura 2.4 — Preparacao das solucoes de Daidzeina 100, 50 e 25uM.

2.4.4 Controlo com DMSO

O controlo com DSMO 1,1% foi preparado diluindo-se 38,5ul. de DMSO 100% em
3461,5uL. de meio DMEM, conforme a Figura 2.5.

VA

——)

3461,5pL de meio 38,5pL de DMSO Controlo com DMSO

Figura 2.5 — Preparacao da solugio de controlo com DMSO 1,1%.

A concentracao final de DMSO utilizada para a preparacao dos compostos e do controlo
foi sempre inferior a 1,1 % uma vez que esta concentracdo nao interfere na viabilidade

celular.

2.5 Cultura Celular

As células MCF-7 foram semeadas em meio DMEM e incubadas a 37°C, sob atmosfera
htimida e 5% de CO..

A aliquota mae utilizada neste trabalho foi obtida do banco de células armazenada em
azoto a -180°C em solucao de criopreservacao (DMSO 5% e meio de cultura). Realizou-se
o descongelamento a temperatura ambiente e centrifugacdo. O sobrenadante foi

descartado e o pellet ressuspenso em meio de cultura DMEM a temperatura de 37°C. A
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suspensao foi dividida em 2 aliquotas de 500uL e transferidas para frascos de cultura de
25cm2, aos quais foi adicionado 4mL de meio de cultura DMEM a temperatura de 37°C. A
troca do meio foi realizada a cada 48 horas e as células foram divididas para novos frascos

de cultura de 25cm? ou 75¢m? ao se atingir confluéncia de 80-90%.

2.6 Técnicas Aplicadas
2.6.1 Tripsinizacao

A tripsinizagao foi realizada a cada passagem, ao obter-se 80-90% de confluéncia. Para a
realizacao deste procedimento, aspirou-se o meio de cultura dos frascos e adicionou-se
3mL de tripsina, a temperatura de 37°C, para os frascos de cultura de 25cm?2 e 7mL para
os frascos de 75cm2. Em seguida, realizou-se a incubacgao a 37°C, sob atmosfera hiimida e
5% de CO. por 5 a 10 minutos para otimizar a reacdo enziméatica. Observaram-se os
frascos ao microscopio invertido para certificar que as células se encontravam
desagregadas e adicionou-se 3mL e 7mL de meio de cultura DMEM (a temperatura de
37°C) a cada frasco de cultura 25cm?2 e 75¢cm2, respetivamente, para neutralizar a tripsina.
A suspensao de células foi centrifugada a 125g durante 5 a 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o pellet ressuspenso em 1mL de meio de cultura, sendo a suspensao dividida

em novos frascos de cultura.

2.6.2 Criopreservacao

A cada passagem celular, procedeu-se a criopreservacao. Apods a tripsinizacao das células,
centrifugacdo e descarte do sobrenadante, os pellets foram ressupensos em meio de
cultura DMEM, a temperatura de 37°C e DMSO 5%. Foram adicionados imL da
suspensao para cada cryovial, sendo em seguida armazenados a -20°C durante 4 horas,
transferidos para -80°C por 3 dias e mantidos no banco de células a -180°C em azoto

liquido.

2.6.3 Contagem de Células

A contagem de células foi realizada ap6s cada tripsinizagao. Retirou-se 10uL da suspensao
celular, adicionou-se 10uL do corante azul de tripano (Trypan Blue) e homogeneizou-se a
solucdo obtida. Aplicou-se 10uL da solu¢do na camara de Neubauer e procedeu-se a

contagem das células por quadrante no microscépio invertido.
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O célculo do volume de suspensao de células a retirar para o plaqueamento foi realizado
com a média das células viaveis, para a densidade de células de 2 x 104 por poceto, em

placas de 24 pocetos, sendo o volume final de cada poceto de 500uL.

2.7 Justificacao das concentracoes utilizadas nos ensaios

As concentracoes utilizadas de 17p-estradiol 1, 10 e 50nM, genisteina 25, 50 e 100uM e
daidzeina 25, 50 e 100uM basearam-se no facto de terem sido utilizadas previamente pelo
grupo de investigacdo no qual se insere este projeto e por outros grupos de investigadores
(Basu and Maier 2018; Chen et al. 2003; Choi and Kim 2013; Liu et al. 2016; Poschner et

al. 2017).

2.8 Preparacao das Amostras para realizacao dos ensaios
de Doseamento de Proteinas Totais e Atividade da

Aromatase

Para cada ensaio foi preparada uma placa de 24 pocetos, utilizando-se a concentracao de 2

X 10 células em 500uL de meio de cultura por poceto.

Apos 48 horas de incubacao a 37°C, sob atmosfera himida e 5% de CO., retirou-se o meio

de cultura dos pocetos e adicionaram-se as solucdes com os compostos e os controlos.

Realizaram-se os estimulos em duplicado para cada concentracdo dos compostos (173-
estradiol, genisteina e daidzeina). As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C, sob

atmosfera htimida e 5% de CO..

Apos o periodo de incubacdo, para o ensaio da aromatase, retirou-se o meio dos pocetos e
em seguida, lavou-se cada poceto com 500uL de solucao de PBS a temperatura de 37°C.
Retirou-se a solucao de PBS e adicionou-se mais 500uL. de PBS. Rasparam-se os pocetos
com cell scraper, lavando-os em solucao de PBS entre as diferentes concentracoes.
Aspirou-se o conteudo de cada poceto e transferiu-se para microtubos, correspondente a
cada poceto (Figura 2.6). Procedeu-se a centrifugacao a 125RCF por 5 minutos. Descartou-
se o sobrenadante e adicionou-se 200uL. de Aromatase Assay Buffer gelado a cada
microtubo de 1.5mL. Com um pildo, macerou-se o pellet, lavando-se o pilao em solugao de
PBS entre as concentracdes. Realizou-se a incubacdo em gelo por 5 minutos, seguida de
centrifugacdo a 14000g por 15 minutos a 4°C. Transferiu-se o sobrenadante de cada

microtubo para um novo microtubo congelado e armazenou-se a -80°C até o ensaio.
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Retirar o meio de cultura;
Lavar os pocetos com 500uL de PBS

nas células - fazer 2x com 250uL)

L Retirar o PBS e adicionar mais 500uL de PBS (direto

“raspar” os pocetos com o cell scraper

Transferir a suspensio de células em PBS de cada poceto para
microtubos de 1.5mL (1 para cada poceto)
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Centrifugar 125RCF durante 5 minutos;
Descartar o sobrenadante de cada microtubo e
adicionar 200uL de Aromatase Assay Buffer gelado.

Aspirar o sobrenadante e colocar em um microtubo
congelado
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Figura 2.6 — Preparacdo das amostras para o Ensaio da Atividade da Aromatase.
Para o ensaio de doseamento de proteinas, retirou-se o meio dos pocetos e lavou-se com

500uL de solucao de PBS a temperatura de 37°C. Retirou-se a solucao de PBS, cobriu-se a

placa com papel aluminio e armazenou-se a -20°C até o ensaio.
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2.9 Ensaio de Doseamento de Proteinas Totais pelo Método
do Acido Bicinchoninico (BCA)

O doseamento de proteinas pelo método do acido bicinchoninico (BCA - Bicinchoninic
Acid) é um ensaio colorimétrico, com leituras a 562nm. A reacao baseia-se na reducgao dos
catides de cobre II (Cu2*) a cobre I (Cu*) pelas proteinas em meio alcalino com o acido
bicinchoninico, formando um complexo de cor purpura resultante da quelacio de um
catido de cobre (I) por parte de duas moléculas de acido. Este método deteta proteinas na

faixa de 20-2000ug/mL (Goldring 2015; Moraes et al. 2013; Olson 2016).

O doseamento de proteinas totais foi realizado com o Pierce BCA Protein Assay Kit
conforme instrucoes do fabricante. Para a curva de calibracao foram preparadas aliquotas
dos padroes de albumina do soro bovino (BSA — Bovine Serum Albumin) nas
concentragoes de 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 ¢ 0 ug/mL e adicionados 25uL
em cada poceto, em triplicada, em uma placa de 96 pocetos. O mix de reagentes foi
preparado e adicionado 200uL em cada poceto, sendo a placa homogeneizada levemente e
incubada a 37°C por 30 minutos. A leitura da placa foi realizada em modo cinético no
espectrofotometro de microplacas a 562/69onm. Para calcular a curva de calibragao, fez-
se a média das absorvancias a 562nm para cada concentracao de BSA, subtrairam-se as

médias ao branco e fez-se o grafico das absorvancias versus a concentracao da proteina
(ug/mL).

A placa de 24 pocetos, com os controlos e compostos em duplicada, cada poceto foi lavado
com 20uL de solucdo de PBS e, em seguida, removeu-se o PBS. Adicionou-se 200uL do
mix de reagentes em cada poceto. A placa foi homogeneizada levemente e incubada a 37°C
por 30 minutos. A leitura foi realizada em modo cinético no espectrofotometro de
microplacas a 562/690onm. Fez-se a média dos valores de absorvéncia obtidos e os calculos
da quantificacdo de proteinas foi realizado utilizando-se a equacao linear da curva de

calibracao.

2.10 Ensaio da Atividade da Aromatase

A aromatase € a enzima responsavel pela conversao de androgénios em estrogénio (17f3-
estradiol) e desempenha importante papel na proliferacdo do cancro da mama hormono-
dependente e na resisténcia tumoral, sendo que a sua atividade pode estar aumentada

neste tipo de cancro (Chan, Petrossian, and Chen 2016).

No ensaio da atividade da aromatase, foi utilizado um substrato fluorogénico convertido

em um metabolito altamente fluorescente detetado na faixa de visivel de Ex/Em =

56



488/527nm, garantindo uma boa relacdo sinal-ruido com pouca interferéncia por
autofluorescéncia. Para o ensaio, utilizou-se o Letrozol, um potente inibidor da enzima
aromatase, e altamente seletivo, assegurando que outras enzimas nao interferissem no

resultado do ensaio (BioVision Incorporated 2019).

2.10.1 Preparacao das Solucoes
Ao longo do ensaio da atividade da aromatase, foram preparadas solugdoes com os
componentes fornecidos no Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit (Fluorometric)

conforme apresentado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Contetido fornecido no Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit (Fluorometric) para o ensaio da
atividade da aromatase.

Componente Apresentacao
Aromatase Assay Buffer Frasco com 100mL
Fluorescence Standard 1imM Frasco com 50uL
Aromatase Inhibitor (Letrozol) Frasco com pd liofilizado
NADPH+ Generating System (100X) Frasco com pd liofilizado
B-NADP+ Stock (100X) Frasco com p6 liofilizado
Aromatase Substrate Frasco com pd liofilizado
Recombinant Human Aromatase Frasco com pd liofilizado

A diluicdo das solucoes estd descrita em cada etapa realizada ao longo deste trabalho

mantendo-se o nome original em inglés.

2.10.2 Curva de Calibracao Padrao para o Ensaio da Atividade da
Aromatase

A curva de calibracdo padrao foi realizada utilizando o Aromatase (CYP19A) Activity
Assay kit (Fluorometric). Preparou-se a solucdo de Fluorescence Standard a uma
concentracao de final de 0.5 pmole/uL. Para tal, dilui-se 10uL do Fluorescence Standard
1mM em 99ouL. Aromatase Assay Buffer, obtendo-se uma solu¢ao de 10uM. Da solucao
obtida, retirou-se 50uL e diluiu-se em 950uL de Aromatase Assay Buffer, resultando em

uma solugao Fluorescence Standard 0.5 pmole/uL para utilizacao na placa de 96 pocetos.

A placa foi preparada utilizando-se somente a coluna 1, adicionando o, 2, 4, 6, 8, 12, 16 e
20 uL do Fluorescence Standard 0.5 pmole/uL, obtendo a concentragao de o, 1, 2, 3, 4, 6,
8 e 10 pmole/poceto. O volume de cada poceto foi ajustado para 100uL. com Aromatase
Assay Buffer.
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A leitura da fluorescéncia procedeu-se no fluorimetro de microplacas no modo cinético em

intervalos de 1 minuto a Ex/Em 485/538nm por 60 minutos a uma temperatura de 37°C.

Para o céalculo da curva de calibracdo, subtraiu-se a leitura de cada concentracao do
Fluorescence Standard ao padrao em branco (0 pmole/poceto) para cada minuto de
leitura (Tabela 2.2) e escolheu-se a fluorescéncia do minuto zero para fazer o grafico da

reta de calibragdo, representada no Grafico 2.1.

Tabela 2.2 — Valores calculados de fluorescéncia por poceto no minuto zero.

Poceto | A B C D E F G H
Tempo (min)
o o 1204,355 | 2916,801 | 4072,747 | 5599,254 | 7513,547 | 9396,599 | 11818,92
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Gréfico 2.1 — Curva de calibragdo padrao do metabolito fluorescente da aromatase. Um mole do padrio
fluorescente corresponde ao metabolismo de um mole do substrato da aromatase.

2.11 Desenvolvimento e Otimizacdo do Protocolo

Experimental para o Ensaio da Atividade da Aromatase

A realizacao do ensaio da atividade da aromatase iniciou-se pela escolha dos volumes de
lisado celular para os ensaios. O protocolo do Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit
(Fluorometric) define que o volume de lisado celular deve ser de 2 a 48ulL (BioVision
Incorporated 2019). Desta forma, comecaram por se testar os volumes de 12, 24 e 48 uL

de lisado.

Para a reacdo, foram preparadas as solucées do inibidor da aromatase Letrozol 5uM e

NADPH Generating System (100X). A preparacao da solucao Letrozol consistiu na sua
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reconstituicdo com 55ul. de acetonitrilo, obtendo-se uma solu¢ido estoque de Letrozol
1mM. Desta solucdo, retirou-se 5uL. e dilui-se em 995ul. de Aromatase Assay Buffer,
obtendo a solucado para trabalho de Letrozol 5uM. O NADPH Generating System (100X)
foi reconstituido em 220uL de Aromatase Assay Buffer. As solucdes stock e de trabalho de
Letrozol e de NADPH Generating System (100X) foram armazenadas a -20°C até o

ensaio.

Na placa com 96 pocetos, foram adicionados na coluna 2 os lisados de células nos volumes
de 12uL (poceto 2A), 24uL (poceto 2B) e 48uL (poceto 2C) e 2ul. de NADPH Generating
System (100X), ajustando o volume final com Aromatase Assay Buffer para 7oulL por
poceto. Ainda na coluna 2, foi preparado o controlo positivo com inibidor, adicionando-se
os lisados de células nos volumes de 12uL (poceto 2D), 24uL (poceto 2E) e 48uL (poceto
2F) e 2ul. NADPH Generating System (100X), e 20uL. de Letrozol 5uM, ajustando o

volume final para 7ouL por poceto com Aromatase Assay Buffer.

No leitor de fluorescéncia de microplacas foi realizada a leitura da fluorescéncia no modo
cinético em intervalos de 1 minuto a Ex/Em 485/538nm por 60 minutos a uma

temperatura de 37°C.

No Gréfico 2.2, esta representado o resultado da fluorescéncia com os volumes de lisado

celular de 12, 24 e 48uL.
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Grafico 2.2 — Gréafico de fluorescéncia correspondente aos diferentes volumes de lisado celular (12, 24 e 48uL),
com e sem inibidor da aromatase.
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Os resultados mostram que para as trés amostras testadas (12, 24 e 48uL) ha
sensibilidade, entretanto atingem os valores mais baixos de fluorescéncia ao fim de 30
minutos da reagdo. Além disso, o volume de 12uL. de lisado celular apresentou maior
amplitude de fluorescéncia entre a amostra sem inibidor e com o inibidor (controlo
positivo). Para os outros volumes de 24 e 48ulL, hda uma menor amplitude da
fluorescéncia. E possivel observar no grafico que a fluorescéncia dessas amostras sem e

com inibidor estdo muito proximas.

Apesar dos resultados com os volumes de 12, 24 e 48uL mostrarem diferencas,
consideramos que deveriam ser testados volumes menores de 2, 4 e 6puL de lisado celular
para verificar se haveria aumento significativo da diferenga entre os valores obtidos. Na
mesma placa com 96 pocetos, foram adicionados na coluna 3 lisados de células nos
volumes de 2ul. (poceto 3A), 4uL (poceto 3B) e 6uL (poceto 3C) e 2ul. de NADPH
Generating System (100X), ajustando o volume final com Aromatase Assay Buffer para
7ouL. por poceto. Ainda na coluna 3, foi preparado o controlo positivo com inibidor,
adicionando-se lisados de células nos volumes de 2uL (poceto 3D), 4uL (poceto 3E) e 6uL.
(poceto 3F) e 2ul. NADPH Generating System (100X) e 2ouL. de Letrozol 5uM, ajustando

o volume final para 7ouL por poceto com Aromatase Assay Buffer.

O resultado obtido para as amostras de 2, 4 e 6uL esta representado no Grafico 2.3.
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Grafico 2.3 - Grafico de fluorescéncia correspondente aos diferentes volumes de lisado celular (2, 4 e 6uL),
com e sem inibidor da aromatase.
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Da mesma forma que as amostras anteriores, os resultados mostram que o volume de 2L
de lisado celular apresentou maior amplitude de fluorescéncia entre a amostra sem
inibidor e com o inibidor (controlo positivo) e o tempo das trés amostras para alcancar os
valores mais baixos de fluorescéncia foi de aproximadamente 20 minutos, portanto menor

do que das amostras de 12, 24 e 48uL.

De entre os ensaios realizados com diferentes volumes de lisado, as amostras com maior
amplitude de fluorescéncia foram as de 2 e 12ul. No entanto, a amostra de 12uL
apresentou maior tempo para alcancar os valores mais baixos de fluorescéncia (30
minutos), em comparacdo com a amostra de 2uL. (20 minutos), e por este motivo foi
selecionado pelo grupo de investigacdo o volume de lisado de 12ulL para proceder ao

ensaio da atividade da aromatase.

2.12 Protocolo Experimental da Atividade da Aromatase —

Condicoes definidas

O ensaio da atividade da aromatase foi realizado com o volume de lisado de 12ulL das
culturas celulares expostas aos compostos 17[3-estradiol, genisteina e daidzeina em

diferentes concentracoes.

Para o ensaio, foram preparadas as seguintes solugdes: B-NADP+ (100X), Aromatase
Substrate 1mM e Recombinant Human Aromatase. A preparacao do f-NADP+ (100X)
consistiu na reconstitui¢ao do frasco de f-NADP+ (100X), em 110uL. de Aromatase Assay
Buffer, obtendo-se a solucdo stock de B-NADP+ (100X). A solucdo de Aromatase
Substrate 1mM foi preparada ao reconstituir Aromatase Substrate com 55ul. de
acetonitrilo. Estas solugoes foram armazenadas a -20°C até o ensaio da atividade da
aromatase. A solucdo de Recombinant Human Aromatase foi preparada imediatamente
antes do uso no ensaio. Reconstituiu-se o contetido do frasco de Recombinant Human
Aromatase em 230uL. de Aromatase Assay Buffer e 20ul. de NADPH Generating System

(100X). A porcao nao utilizada neste ensaio, foi armazenada a -80°C para futuros ensaios.

O ensaio foi realizado em duplicado para os controlos e para as amostras com os
compostos genisteina 25, 50 e 100uM, daidzeina 25, 50 e 100uM e 17B-estradiol 1, 10 e
50onM. Descongelaram-se as amostras e preparou-se para cada amostra o Aromatase
Reaction Mix, para um volume final de 50uL, contendo 12uL do lisado celular, 2ulL. de

NADPH* Generating System (100X) e 36uL de Aromatase Assay Buffer.

Para a montagem da placa, os pocetos foram preparados com os reagentes da seguinte

forma:
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» Test Sample = 50uL Aromatase Reaction Mix + 20uL de Aromatase Assay Buffer
» Positive Inhibition Control = 50ul. Aromatase Reaction Mix + 20uL Letrozol 5uM
» Background (Negative Control) = 7ouL Aromatase Assay Buffer

= Aromatase PC (Positive Control) = 25uL. Recombinant Human Aromatase + 45uL
Aromatase Assay Buffer

» PC + Inhibitor = 25uL. Recombinant Human Aromatase + 20ul Letrozole 5uM +
25ul. Aromatase Assay Buffer

Na Figura 2.7, esta representado o desenho da placa para o ensaio da atividade da

aromatase.
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Aromatase Assay Buffer 20 ul — 70 pl 45 pl 25 ul

Figura 2.7 — Desenho esquemaético da preparacao da placa de 96 pocetos.

A placa foi incubada por 10 minutos a 37°C. Esta etapa permite que o Letrozol interaja
com a aromatase. Durante a incubacdo, foi preparada a solucdo Aromatase

Substrate/NADP+ misturando 6uL de da solucao Aromatase Substrate, 50uL da solucao
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de B-NADP+ (100X) e 1444uL de Aromatase Assay Buffer, para um volume final de

solugao de 1,5ml, suficiente para a reacao nos 50 pocetos utilizados na placa.

Imediatamente antes da leitura da placa, adicionou-se em cada poceto 30uL da solucao
Aromatase Substrate/NADP+ e procedeu-se a medicao da fluorescéncia no leitor de
fluorescéncia de microplacas em modo cinético em intervalos de 1 minuto a Ex/Em

485/538nm por 60 minutos a uma temperatura de 37°C.

2.13 Calculo da Atividade Especifica da Aromatase

Os célculos para a atividade especifica da aromatase foram realizados conforme as

instrucoes do fabricante do Aromatase (CYP19A) Activity Assay kit (Fluorometric).

Para cada amostra, incluindo background e controlos com inibidor (Letrozol), realizou-se
a média da fluorescéncia em dois tempos (T1 e T2) na fase linear da curva da reacao,

obtendo-se os valores de fluorescéncia nesses pontos, denominados RFU1 e RFU2.

Conforme pode ser observado no Grafico 2.4 e nos Gréaficos 2.5, 2.6 e 2.7, onde foi
escolhida uma concentracao significativa de cada composto para representacao grafica, a
fase linear inicia-se em aproximadamente 10 minutos apos o inicio da reacdo sendo,
portanto, os tempos escolhidos 5 minutos (T1) e 10 minutos (T2) para a realizacdo dos

calculos.
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Grafico 2.4 — Gréfico da cinética do metabolismo do substrato fluorogénico na presenca e na auséncia do
inibidor da aromatase. Background (Negative Control); Aromatase PC (Positive Control); PC + Inhibitor
(Positive Control + Letrozol).
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Grafico 2.5 — Grafico da cinética do metabolismo do substrato fluorogénico da Genisteina 50 tM na presencga e
auséncia do inibidor da aromatase.
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Grafico 2.6 — Gréfico da cinética do metabolismo do substrato fluorogénico da Daidzeina 100uM na presenca e
auséncia do inibidor da aromatase.
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Gréfico 2.7 — Grafico da cinética do metabolismo do substrato fluorogénico da 17p-estradiol 50nM na presenca
e auséncia do inibidor da aromatase.

A variacao da fluorescéncia no intervalo de tempo, denominado AF, para cada amostra, foi

calculada conforme as equacoes 1, 2 e 3:

Variacao da fluorescéncia das amostras (samples): AFs = RFU2 — RFU1 (1)
Variagao da fluorescéncia das amostras com inibidor: AF; = RFU2 — RFU1 (2)

Variacao da fluorescéncia do background control: AFgc = RFU2 — RFU1 (3)

Para determinar a intensidade de fluorescéncia de cada poceto, subtraiu-se o AF do

background control (AFgc) das amostras (AFs) e das amostras com inibidor (AFy).

O célculo da fluorescéncia especifica gerada pela atividade da aromatase (denominada Cs)
foi calculada conforme a equacdo 4 representada abaixo, subtraindo-se o positive
inhibition control de cada amostra. Uma vez que o AFgc apresentou resultado negativo, o

mesmo foi omitido do calculo de Cs(equacao 5), segundo instrugao do protocolo.

Cs = (AFs — AFpc) — (AF— AFgc) (4)

v

Cs = AFs — AF1 (5)
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Onde: Cs= fluorescéncia especifica gerada pela atividade da aromatase
AFs = fluorescéncia das amostras (samples)
AFgc = fluorescéncia do background control
AF| = fluorescéncia do positive inhibition control

A atividade metabolica da aromatase foi obtida aplicando o valor de Cs a equacao da curva
de calibracdo para obter a quantidade de metabolito produzido (denominado B em

pmole), conforme equacao 6:

Aromatase (CYP19A) Specific Activity = _B = pmole/min/mg = uU/mg (6)
ATxP

Onde: B é a quantidade de metabolito produzido, calculado a partir da equacdo da curva de calibra¢io (em
pmole)
AT é o tempo da reacdo da fase linear T2 —T1 (em minutos)
P é a quantidade de proteina no poceto (em mg)

Uma unidade (U) da atividade da aromatase corresponde a quantidade de enzima que

gera 1umole de metabolito fluorescente por minuto por hidrélise de 1pmole de substrato

da aromatase a 37°C e pH 8.
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Capitulo 3

Analise dos Resultados e Discussao

3.1 Doseamento de Proteinas Totais pelo método BCA das
Células MCF-7 tratadas com 17B-estradiol, Genisteina e

Daidzeina

O estudo do doseamento de proteinas totais foi realizado ap6s incubacao das células MCF-
7 com diferentes concentracoes dos compostos genisteina 25, 50 e 100uM, daidzeina 25,
50 e 100uM e 17[-estradiol 1, 10 e 50nM pelo periodo de 48 horas. Simultaneamente, as
células foram incubadas com o meio de cultura DMEM na auséncia e na presenca de
DMSO 1,1% (v/v), denominados controlo (células) e controlo (DMSO), respetivamente. O
doseamento de proteinas totais dos compostos foi avaliado em comparacdo com os

controlos.

A concentracao de proteinas totais das amostras de células MCF-7 foi calculada a partir da
equacao da reta da curva de calibracao (Grafico 3.1), que foi preparada utilizando-se a
solucao de albumina de soro bovino (BSA) em diferentes concentragdes como descrito no

item 2.9, do Capitulo 2.
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Grafico 3.1 — Reta de Calibracao do Ensaio de Doseamento de Proteinas Totais.
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A aplicacao do método BCA serviu para avaliar a correlacdo da concentracao de proteinas
totais e os efeitos dos compostos na proliferacao celular. Os resultados obtidos estao

representados na Tabela 3.1 e nos Gréaficos 3.1, 3.2 € 3.3.

Tabela 3.1 — Concentracdo de proteinas totais para cada amostra.

Amostras Concentracao Concentracao de proteinas totais (ug/mL)
Controlo (Células) - 305,58
Controlo (DMSO) - 368,08
251 M 252,25
Genisteina so0uM 148,08
ioouM 184,75
25uM 317,67
Daidzeina s50uM 331,00
ioouM 306,83
1nM 888,50
17B-estradiol 1onM 831,00
s50nM 815,17

Proteinas Totais - Genisteina
400+
350+
300+
250
200+
150

100

Concentracao (ug/mL)

50+

0- T T T
Controlo Controlo 25uM 50uM 1oo0uM
(células) (DMSO) Genisteina

Grafico 3.2 — Doseamento de proteinas totais de células MCF-7 tratadas com diferentes concentracées de
genisteina comparativamente com os controlos.

Em comparacao com os controlos, verificou-se uma reducao da quantidade de proteinas

totais nas células MCF-7 tratadas com genisteina (Grafico 3.2), verificando-se uma menor

concentracdo de proteinas nas células tratadas com genisteina 50uM.
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O resultado obtido do total de proteinas para a genisteina nas trés concentragoes parece
estar de acordo com os trabalhos publicados por outros investigadores, nomeadamente
Chen e colaboradores (2003), Choi e Kim (2013) e Poschner e colaboradores (2017), que
verificaram o efeito antiproliferativo da genisteina quando aplicado em concentragoes
superiores a 10uM (Chen et al. 2003; Choi and Kim 2013; Poschner et al. 2017). Segundo
Thangavel e colaboradores (2019), estudos in vitro em células de cancro da mama MCF-7
tém demonstrado que a genisteina, em concentragdes entre 10-100uM, atuam como
antagonistas do estrogénio, impedindo sua ligacdo aos recetores de estrogénio (ER),
afetando o metabolismo desta hormona, induzindo apoptose e reduzindo a proliferacao

celular (Thangavel et al. 2019).

Proteinas Totais - Daidzeina
400
350
300
250
2004

150

Concentracao (ug/mL)

100+

507

I I
Controlo Controlo 25uM 50uM 100uM
(células) (DMSO) Daidzeina

Gréfico 3.3 — Doseamento de proteinas totais de células MCF-7 tratadas com diferentes concentragoes de
daidzeina comparativamente com os controlos.

A daidzeina, em todas as concentragdes quando comparada com os controlos, apresentou
um aumento nao significativo da quantidade total de proteinas, sendo mais pronunciado
na concentracdo de 50uM (Grafico 3.3). Os resultados obtidos nao parecem estar de
acordo com os estudos de outros grupos de investigacdo que evidenciaram que a daidzeina
reduz a proliferacao celular em concentracoes superiores a 10uM em células MCF-7 (Choi
and Kim 2013; Poschner et al. 2017). Noutro estudo realizado por Theil e colaboradores
(2011), foi demonstrado que somente em altas concentracoes (25uM-50uM), a daidzeina
possui acao antiproliferativa em células MCF-7 in vitro (Theil et al. 2011). Contudo,
Amaral e colaboradores (2017) e Theil e colaboradores (2011) demonstraram que a

daidzeina possui fraco efeito antiproliferativo no cancro da mama em comparacao com a
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genisteina, podendo ser esta a explicacdo para a diferenca de resposta entre esses dois

grupos (Amaral et al. 2017; Theil et al. 2011).

As diferencas de concentracido de proteinas totais entre as trés amostras tratadas com

daidzeina nao sao significativas.

Proteinas Totais - 17B-Estradiol

1000+
900
800
700
600
500
400
300
200

Concentracao (ug/mL)

100+

0- T T
Controlo Controlo 1nM ionM 50nM
(células) (DMSO) 17B-estradiol

Gréfico 3.4 — Doseamento de proteinas totais de células MCF-7 tratadas com diferentes concentracoes de 17f3-
estradiol comparativamente com os controlos.

Em resposta ao 17p-estradiol 1, 10 e 50nM a concentracao de proteinas totais foi superior
em comparacao com os controlos (Grafico 3.4). Os resultados obtidos estdao de acordo com
diversos estudos que comprovaram que o estrogénio estimula a proliferacao celular, uma
vez que se liga aos ER promovendo a sinalizacdo estrogénica gendémica e nao-genémica
(Hamilton et al. 2018; Huang, Warner, and Gustafsson 2014; Morselli et al. 2017; Patel et
al. 2018).

Estudo realizado por Tian e colaboradores (2018) em células MCF-7 com estrogénio ou
progesterona mostrou que o 17B-estradiol promove a proliferacao celular de forma dose-
dependente e a progressao do ciclo celular por acumulacao de células na fase G2/M do

ciclo celular (Tian et al. 2018).

Pode ainda verificar-se que a concentragao total de proteinas se reduz a medida que se
aumenta a concentracdo do 17f-estradiol. Estas diferencas nao sao significativas.
Possivelmente, este efeito deve-se ao feedback negativo gerado pelas altas concentracoes

de estrogénio no meio.
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3.2 Atividade da Aromatase de Células MCF-7 tratadas com

17p-estradiol, Genisteina e Daidzeina

O estudo da atividade da aromatase foi realizado em células MCF-7 tratadas com os
compostos genisteina (25, 50 e 100uM), daidzeina (25, 50 e 100uM) e 17f3-estradiol (1, 10
e 50nM). A atividade da aromatase foi determinada utilizando o Fluorogenic Aromatase
Substrate que é convertido em um metabolito altamente fluorescente detetado na faixa de
Ex/Em=488/527nm por comparagdo com os controlos. Foram realizadas reacoes
simultaneas na presenca e auséncia do letrozol, um potente inibidor da atividade da
aromatase utilizado para assegurar inibicao seletiva desta enzima. Os resultados obtidos
no doseamento de proteinas foram utilizados para calcular a atividade especifica da

aromatase.

Os resultados obtidos estao representados na Tabela 3.2 e no Grafico 3.5.

Tabela 3.2 — Atividade especifica da aromatase de células MCF-7 para cada amostra.

Amostras Concentracao Atividade Especifica da Aromatase (uU/mg)
Controlo meio - 0,776
Controlo DMSO - 0,709
25uM 0,987
Genisteina 50uM 1,682
ioouM 1,362
25uM 0,764
Daidzeina 50uM 0,746
ioouM 0,834
inM 0,280
17B-estradiol ionM 0,291

50nM 0,316
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Atividade Especifica da Aromatase
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Gréfico 3.5 — Atividade especifica da aromatase de células MCF-7.

De acordo com os resultados obtidos, na presenca de genisteina em todas as
concentragoes testadas e em comparacdo com os controlos, verifica-se uma maior
atividade da aromatase, sendo mais evidente na concentracao de 50uM. Estes resultados
corroboram o estudo realizado por Young H. Ju (2008) e colaboradores, que demonstrou
que uma dieta a base de genisteina (250-1000p.p.m) diminuiu o efeito inibitério do
letrozol em ratos ovariectomizados implantados com células MCF-7Ca na presenca e na
auséncia de androstenediona e, como resultado, a genisteina aumentou o crescimento
tumoral e impediu a ac¢do inibitoéria do letrozol, levando a conclusdo de que a genisteina
pode reverter o efeito inibitorio do letrozol, estimulando o crescimento de tumores da
mama dependentes de estrogénio e que expressam aromatase, por efeito agonista nos ER
(Ju et al. 2008).

van Duursen e colaboradores (2011) também demonstraram que a genisteina em
concentracoes fisiologicas reduz a atividade inibitéria do fadrozol (inibidor da aromatase)
em modelo experimental de co-cultura de células MCF-7 e human primary BAF (breast

adipose fibroblastos) in vitro (van Duursen et al. 2011).

Ressalta-se que apesar dos estudos realizados por outros investigadores para avaliar a

influéncia da genisteina na atividade da aromatase utilizando células MCF-7 e inibidores
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da aromatase referirem que a genisteina pode alterar a atividade inibitéria de compostos
inibidores da aromatase, as condicoes dos ensaios sdo diferentes das utilizadas neste
trabalho.

A presente investigacdo teve como foco avaliar a influéncia das isoflavonas da soja,
genisteina e daidzeina em comparacdo com o substrato fisiologico, 17B-estradiol, na
atividade da aromatase em células MCF-7 in vitro, na presenca e na auséncia do letrozol,

um potente inibidor da aromatase.

Os resultados obtidos mostram que a genisteina e a daidzeina alteram a atividade da
aromatase em células do cancro da mama. Para todas as concentracoes testadas destes
compostos, houve aumento da atividade da aromatase, sendo maior na presenca da

genisteina, quando comparadas com o 17f3-estradiol.

O inibidor da aromatase, letrozol, foi eficaz na presenca do 17(3-estradiol, uma vez que
houve reducao da atividade da enzima. No entanto, a eficacia diminui na presenga da

daidzeina e ¢é inexistente na presenca da genisteina.
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Capitulo 4

Conclusoées e Perspetivas Futuras

Com o presente trabalho, a utilizacdo do Kit para o ensaio da aromatase foi um processo
de desconstrucdo do mesmo, uma vez que fomos o primeiro grupo de investigacao a
utiliza-lo e nao ha trabalhos publicados tanto com o Kit em si, como com a finalidade a
que nos propomos. Os ensaios e as metodologias apresentados sao originais e servem de
referéncia para a reproducao dos mesmos e para ensaios complementares futuros. Além
disso, verificamos que o Kit pode ser utilizado nao s6 para testar a atividade da aromatase

com diversos tipos de compostos, mas também para testar a resisténcia aos fArmacos.

O doseamento de proteinas, além de ter sido necessario para os calculos da atividade da
aromatase, revelou aspetos importantes. Para os compostos genisteina e daidzeina para
todas as concentracoes testadas, a concentracdo de proteinas foi inversamente
proporcional a atividade da aromatase. Parece existir, assim, uma relagcdo entre o menor

numero de células e a necessidade de aumentar a sintese de estrogénio.

O ensaio da atividade da aromatase evidenciou uma diminui¢do da acdo inibitéria do
letrozol pelos compostos genisteina e daidzeina para todas as concentracoes testadas.
Desta forma, os nossos resultados destacam que se deve ter precaucao no consumo de
isoflavonas da soja por mulheres com cancro da mama ER+ em tratamento com inibidores
da aromatase pois pode inferir-se a existéncia de uma possivel resisténcia ao tratamento

com inibidores da aromatase na presenca dos fitoestrogénios em especial da genisteina.

A literatura referente a interacdo dos compostos da soja com inibidores da aromatase é
ainda limitada e, tendo em conta a importancia desses farmacos no tratamento
oncologico, pensamos ser fundamental aprofundar estes estudos no sentido de promover a

saude da mulher.
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