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mas acho que eu acabei onde precisava estar.

| Douglas Adams - The Long Dark
Tea-Time of the Soul
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RESUMO

Céncer ¢ um nome genérico para um grupo de mais de cem doencas que compartilham
algumas caracteristicas. Talvez a caracteristica mais marcante das neoplasias malignas seja
a rapida proliferacdo de células anormais para além de suas fronteiras usuais, invasao de
tecidos adjacentes e finalmente dispersdo para 6rgaos distantes. Anualmente, cerca de oito
milhdes de pessoas morrem devido ao cancer e outros doze milhdes de novos casos sao
diagnosticados. Dentre os eventos associados a progressdo neopldsica, destacam-se as
metastases e a caquexia. Metdstases sdo tumores em sitios secundérios, sendo responsaveis
por cerca de 90% do total de mortes por cancer. J4 a caquexia, uma sindrome
paraneoplasica, € caracterizada por extensa espoliacdo de gordura e massa magra, fadiga e
alteracdes metabolicas, prejudicando a qualidade de vida e a sobrevida de cerca de 50-85%
dos pacientes, dependendo do tipo de tumor. Com relagdo as terapias, o grande desafio
ainda € combater o tumor sem prejudicar o hospedeiro, o que acredita-se ser possivel
através de terapias-alvo para genes especificos e/ou tratamentos coadjuvantes, incluindo
aqueles que empregam suplementacdo e/ou drogas derivadas de produtos naturais, que
muitas vezes tem menor efeito toxico ao hospedeiro. Desse modo, este trabalho teve dois
objetivos: (1) avaliar a a¢do da administracdo oral de Aloe vera e mel sobre o tecido
tumoral e o hospedeiro portador de carcinosarcoma de Walker 256; e (2) identificacdo de
genes supressores de metastase através de screen funcional in vivo empregando-se
biblioteca de shRNA em modelo de cancer de mama triplo negativo. Em relacdo ao
primeiro objetivo, os resultados sugerem que a associagdo entre Aloe vera e mel pode
modular a protedlise e o estresse oxidativo de maneira diferencial preservando o hospedeiro
em detrimento do tecido tumoral. Ainda, o tratamento com Aloe vera e mel parece ser
capaz de diminuir a propensdo metastatica das células tumorais in vivo, através de aumento
na expressdo de caderina-E e reducdo na expressdo de caderina-N, bem como inibi¢ao da
angiogénese. Outros experimentos sugerem que os efeitos antitumorais observados in vivo
estdo, em parte, relacionados a acdo imunomodulatéria de alguns componentes da Aloe
vera. Com relag@o ao segundo objetivo, foram identificados dezenas de candidatos a genes
supressores de metdstase. Dentre esses genes, que estdo sendo validados, Mnatl, Sndl,
Cul5, Gabbrl, Rorb, Adk, Ccnd3, Gdnf, Nrldl, Ptprs e Ltah4 sdo os genes-candidatos de
maior confiabilidade por cumprirem um ou mais dos seguintes requisitos: (a) diminui¢do
significativa do nivel de DNA e RNA em canceres de mama humanos agressivos, sendo
assim relacionados a pior prognostico, (b) papel biolégico sugestivo, (c) fendtipo marcante
durante o screen ou ainda (d) decréscimo significativo na expressdo em linhagens de cancer

de mama mais agressivas.
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ABSTRACT

Cancer is a generic name for a group of over a hundred diseases which share some features.
The most remarkable feature in cancer disease is the fast proliferation of abnormal cells
beyond their usual boundaries, invasion of surrounding tissues and finally spread to distant
organs. Every year, cancer is responsible for over eight million deaths and twelve million
new cases are diagnosed. Among all the events associated with the neoplastic progression,
metastasis and cachexia are major issues. Metastases, which are tumours growing in
secondary sites, account for 90% of all cancer deaths. Cachexia, a paraneoplastic
syndrome, is characterized by severe fat and lean mass waste, fatigue and metabolic
alterations, jeopardizing the quality of life and reducing the survival of about 50-85% of the
cancer patients, depending on the tumour type. Regarding to the therapies, the biggest
challenge is still fighting the tumour without harming the host, which is believed to be
possible by targeted therapies to specific genes and/or adjuvant treatments, including
supplementation and drugs derived from natural compounds, which usually have lower side
effects in the host. Knowing these points, this work had two aims: (1) evaluate the effects
of Aloe vera and honey in both tumour and host tissues in Walker 256-tumour bearing rats;
and, (2) identification of metastasis suppressor genes using a functional in vivo shRNA
screen in a triple negative breast cancer syngeneic model. Regarding to the first aim, the
results suggested that the combination of Aloe vera and honey selectively modulate
proteolysis and oxidative stress, damaging the tumour tissue while protected the host.
Moreover, the Aloe vera and honey treatment apparently decreases the metastatic potential
in vivo, by simultaneous increase in E-cadherin and decrease in N-cadherin expression,
while decreased tumour vascularization. Finally, our results suggested the antitumoral
effects observed in vivo are, at least partially, related to the immunomodulatory activity of
some Aloe vera’s compounds. Regarding to the second aim, dozens of putative metastasis
suppressor genes were identified. High confidence candidates, which would be further
analysed are Mnatl, Snd1, Cul5, Gabbrl, Rorb, Adk, Ccnd3, Gdnf, Nrldl, Ptprs e Ltah4.
Their selection was based on meeting the following requirements: (a) significant decrease
at DNA or RNA level in highly aggressive human breast cancer carcinomas and thus,
worse prognosis, (b) suggestive biological role, (c) occurrence of a remarkable phenotype
during the screen, and (d) significant decrease in expression in more aggressive cancer cell

lines.
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INTRODUCAO

Apresentacio geral do trabalho, objetivos e justificativa:

O cancer ¢ uma doenga que afeta todas as faixas etdrias, racas e classes sociais.
Globalmente, € a segunda maior causa de morte por doencga, sendo superado apenas pelas
doencas cardiovasculares. As células neopldsicas multiplicam-se rdpida e
desordenadamente, invadem e comprometem os tecidos adjacentes e, subsequentemente,
orgdos distantes.

As metastases, que sdo tumores em sitios secunddrios, respondem pela grande
maioria das mortes por cancer. Isso ocorre, entre outros fatores, devido ao conhecimento
limitado acerca dos genes e mecanismos envolvidos nesse processo. Deste modo, torna-se
dificil predizer os pacientes cuja doenca € mais propensa a evoluir para o estagio
metastitico, bem como o desenvolvimento de terapias que sejam eficazes para esta fase.

Ainda, durante a evolucao tumoral, alguns fatores prejudicam muito a qualidade de
vida dos pacientes. Dentre eles, a caquexia, que ¢é caracterizada como sindrome
paraneopldsica, envolve a perda involuntdria de peso devido a espoliacdo de massa
muscular esquelética, prejudicando ndo apenas a qualidade de vida, mas também podendo
contribuir para a redu¢do do tempo de sobrevida desses pacientes. Pacientes caquéticos tem
menor resiliéncia frente a quimioterapia e estdo mais sujeitos a seus efeitos colaterais.

Visando a melhoria da qualidade de vida, a potencializacdo dos resultados das
terapias tradicionais e a reducdo dos efeitos colaterais, uma das abordagens amplamente
utilizadas pelos pacientes, e que recentemente ganhou campo na pesquisa em cancer, ¢ o
uso da medicina complementar e alternativa, que frequentemente envolve o uso de produtos
naturais ou seus derivados.

A Aloe vera e o mel sdo utilizados na medicina popular hd milénios, e mais
recentemente, tém-se obtido resultados promissores acerca do potencial anticancer,
imunomodulador, antiproliferativo, antioxidante e antiangiogénico dos diversos compostos
ativos presentes tanto na Aloe vera, quanto no mel. Embora a associa¢ido Aloe vera e o mel

para o tratamento do cancer seja bastante difundida entre os pacientes, poucos estudos
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avaliaram os reais beneficios oriundos de sua utilizagdo e os mecanismos de acdo
envolvidos nos efeitos observados.

Sendo assim, este trabalho teve, dentro do campo de pesquisa em cancer, dois
objetivos distintos, para os quais foram utilizados modelos e abordagens diferentes:

O primeiro objetivo, contemplado em trés capitulos deste trabalho, visou
inicialmente analisar a eficdcia do tratamento com Aloe vera e mel, amplamente utilizado
na medicina popular, sobre os tecidos do hospedeiro e o tecido tumoral em ratos portadores
do carcinossarcoma de Walker 256.

O carcinossarcoma de Walker 256 vem sendo utilizado em nosso laboratério ha
muitos anos. Derivado de adenocarcinoma mamadrio espontaneo em rata o tumor de Walker
256 é amplamente utilizado na pesquisa, por ser considerado um dos melhores modelos
experimentais para o estudo do quadro de cancer-caquexia humana (Emery, 1999).

Andlises subsequentes, também abordadas nestes capitulos, objetivaram elucidar os
mecanismos e substancias envolvidas na a¢do antitumoral exibida pela Aloe vera e mel in
vivo.

O segundo objetivo, explorado no ultimo capitulo, prop0Os identificar possiveis
genes supressores de metdstase atuantes em cancer de mama triplo negativo, através da
utilizacdo de linhagens murinas derivadas do modelo 4T1 e screen funcional in vivo. Por
meio deste estudo, novos fatores progndsticos seriam identificados, e novas possibilidades
para o desenvolvimento de terapias-alvo seriam criadas. O laboratorio de Metastase/Peter
MacCallum Cancer Centre — Melbourne, Australia, utiliza o carcinoma mamario murino
4T1, um modelo experimental muito utilizado na avaliagdo e melhor compreensdo da
biologia dos tumores, sobretudo no fenomeno da metéstase, uma vez que suas células sao
capazes de formar metdstases espontaneamente. A partir da linhagem parental, foram
isoladas diversas linhagens, com diferentes potenciais e perfis metastaticos (Pulaski &
Ostrand-Rosenberg, 2000; Eckhardt et al., 2005).

Assim, este trabalho faz contribuicdes em dois desafios chave da pesquisa em
cancer: (1) compreensdo e desenvolvimento de tratamentos coadjuvantes baseados em
substancias derivadas de produtos naturais, e, (2) elucidacdo de processos relacionados a

regulacdo da metéstase.
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Revisao Bibliografica

Céancer é um nome genérico para um grupo de mais de cem doengas que
compartilham algumas caracteristicas fundamentais. Dentre os atributos que definem as
neoplasias destaca-se a rapida proliferacdo de células anormais para além de suas fronteiras
usuais, invasdo de tecidos adjacentes e finalmente dispersio para orgdos distantes,
formando as metdstases, responsaveis por aproximadamente noventa por cento das mortes
devido ao cancer, cujo total soma mais de oito milhdes a cada ano (OMS, 2014).

O desenvolvimento tumoral € um processo altamente complexo que envolve
diversas etapas nas quais as células cancerosas adquirem capacidades bioldgicas
fundamentais e comuns para o surgimento e progressao da maioria, sendo de todos, os
canceres humanos. Conhecidas como os "hallmarks do cancer", estas capacidades
originalmente compreendem: (1) manuten¢do autossuficiente dos sinais proliferativos, (2)
insensibilidade aos sinais antiproliferativos, (3) resisténcia a morte celular programada
(apoptose), (4) potencial replicativo ilimitado, (5) inducdo da angiogénese, € (6) ativagdo de
mecanismos invasivos e metastaticos (Hanahan & Weinberg, 2000). Atualmente, com base
no acimulo de novas descobertas cientificas, considera-se a inclusdo de outros dois eventos
aos "hallmarks": (7) reprogramacdo do metabolismo energético e (8) evasdo da destrui¢do
pelo sistema imune (Hanahan & Weinberg, 2011).

Nos bastidores de todos estes eventos estd a instabilidade gendmica, geradora da
variabilidade genética que acelera a aquisicdo cumulativa das capacidades celulares
necessdrias a progressdo do cancer. Embora para alguns tipos de tumores exista o
componente hereditdrio, a maioria dos céinceres humanos € resultante de mutacdes
esporadicas. Essas mutacdes levam a ativacdo de oncogenes e/ou a inativagdo de genes
supressores de tumor, seja por meio de regulacdo epigenética, regulagdo pds transcricional,
regulacdo pods traducional, insercdes, duplicacOes, delegdes, entre outros (Wiedemann &
Morgan, 1992; Peltomiki 2012).

Células cancerosas podem sustentar sinais proliferativos através de véarios

mecanismos, entre eles (a) producdo de seus proprios fatores e receptores de crescimento,
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gerando estimulacdo autdcrina; (b) sinalizacdo para que as células do estroma tumoral
produzam fatores de crescimento, gerando assim estimulacio pardcrina; (c) superexpressao
de receptores para os fatores de crescimento, conferindo hipersensibilidade aos sinais
mitogénicos; e, finalmente, (d) independéncia da ligacao de fatores de crescimento aos seus
respectivos receptores, obtido através da ativacdo constitutiva de componentes
sinalizadores para proliferacdo, cuja acdo na cascata estimulatéria é posterior a ligacdo
fator-receptor (Hanahan & Weinberg, 2011). Dentre as possiveis vias ativadas desta
maneira, estao as relacionadas aos oncogenes RAS, MYC e RAF, todos envolvidos em vias
de crescimento, proliferacdo, promog¢do do ciclo celular e ativagdo da transcri¢do, que
tradicionalmente seriam ativadas em resposta ao acoplamento ligante-receptor para
diversos fatores de crescimento, entre eles o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de crescimento epidérmico
(EGF), o fator de crescimento vascular (VEGF) e a heregulina B1 (HRG) (Pratilas & Solit
2010; Hanahan & Weinberg, 2011).

Contudo, a manuten¢do da proliferacdo ilimitada s torna-se possivel quando,
concomitantemente, a célula é capaz de evadir os sinais supressores de crescimento, que
sd0, de maneira geral, conferidos por genes supressores de tumor, dentre os quais pode-se
citar os genes RB e p53, caracteristicamente inativados em tumores humanos e animais
(Meek 2009; Dick & Rubin, 2013).

Da mesma forma, para garantir o aumento do nimero de células e
consequentemente da massa tumoral, as células cancerosas precisam ainda evadir os
mecanismos de morte celular programada — apoptose. Notavelmente, o conceito de que a
apoptose funcionaria como barreira natural ao desenvolvimento do cancer foi sedimentado
a partir de estudos funcionais conduzidos nas ultimas décadas (Evan & Littlewood, 1998;
Lowe et al., 2004; Adams & Cory, 2007). A perda do controle apoptético em células
neoplésicas se dé através de varias estratégias, das quais a mais comum € a perda de funcdo
da TP53, que ativaria proteinas pro-apoptéticas em resposta a danos no DNA e
anormalidades cromossOomicas (Meek, 2009). Outras estratégias compreendem aumento na

expressao de reguladores antiapoptéticos (Bcl-2, Bel-xL) ou de sinais pré-sobrevivéncia
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(Igf1, Igf2), ou ainda redug@o na expressao de fatores pro-apoptéticos (Bax, Bim, Puma)
(Djiogue et al., 2013; Czabotar et al., 2014).

Sendo assim, nota-se que para que uma célula tenha capacidade proliferativa
ilimitada, tornando-se “imortalizada”, ¢ necessario que a mesma supere duas barreiras: a
senescéncia, caracterizada pela entrada normalmente irreversivel em um estado nao-
proliferativo vidvel; e a tendéncia natural e progressiva a morte celular (apoptose). Para
tanto, € essencial a atividade da telomerase, a DNA polimerase especializada na adicao de
seguimentos as extremidades do DNA, ja que encurtamento dos teldmeros resulta tanto em
senescéncia quanto em crise (morte celular) (Blasco, 2005). Enquanto a telomerase é
praticamente ausente na maioria das células ndo-imortalizadas, ela estd amplamente
expressa em células neopldsicas, o que permite sua imortalizacdo (Shay & Bacchetti,
1997).

Uma vez atendidos todos os requisitos ja mencionados, um novo evento, essencial
tanto para o estabelecimento e sobrevivéncia do tumor primdrio, quanto para a posterior
dispersdo de células neoplésicas, € requerido: vascularizacdo. A angiogénese € estimulada
sobretudo pela presenca do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), cuja
expressao ¢ aumentada em decorréncia de vias de sinalizacdo desencadeadas por oncogenes
ou por condi¢cdes de hipoxia (Carmeliet, 2005; Ferrara, 2009; Mac Gabhann & Popel,
2008). Atualmente, ja estd bem estabelecido que alguns tipos de células do sistema
imunoldgico, notavelmente macréfagos, neutréfilos, mastécitos e precursores mieldides,
posicionam-se na periferia de lesdes pré-malignas e de tumores estabelecidos, instalando
processo inflamatério tecidual que por sua vez estimula a angiogénese (Qian & Pollard,
2010; Candido & Hagemann, 2013).

No decorrer da progressdo do cancer, uma pequena parcela das células do tumor
primério adquirem propriedades migratdrias e invasivas. Dentre os trés padrdoes migratorios
basicos ja descritos, a saber: mesenquimal, amebdide e coletivo (Reymond et al., 2013), o
mais comum e mais bem elucidado é o mesenquimal. Para que tal processo seja possivel, é
necessdria a ocorréncia da "transicao epitélio mesenquimal”, pela qual uma célula epitelial,
imovel e polarizada torna-se ndo-polarizada, mével e invasiva (De Craene & Berx, 2013).

Virios fatores transcricionais amplamente expressos durante eventos migratérios na
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embriogénese, sao novamente ativados durante a transcri¢ao epitélio-mesenquimal. Alguns
exemplos de fatores de transcri¢do, cujo e papel na promocdo da metdstase ja foi
demonstrado em experimentos funcionais envolvendo superexpressao, incluem Snail, Slug,
Twist, Zebl e Zeb2 (Yang & Weinberg, 2008; Schmalhofer et al., 2009; Micalizzi et al.,
2010; Taube et al., 2010).

Um pré-requisito para a migracdo € a perda das jungdes aderentes célula-célula, que
estd intimamente ligado a diminuicdo na expressio da caderina-E, que participa da
organizacdo e manutencdo das camadas de células epiteliais. Reducdes na expressdo e
inativagdes da caderina-E sdo bastante frequentes em carcinomas humanos, € 0 aumento ou
restauracdo de sua expressdo estdo bem estabelecidos como antagonistas da invasdo e da
metastase, o que suporta seu papel como gene supressor de tumor (Cavallaro & Christofori,
2004; Berx & van Roy, 2009). Durante a transi¢do epitélio-mesenquimal, ocorre a chamada
“troca de caderinas”, com a progressiva substituicdo de caderinas-E por caderinas-N. O
aumento da expressdo de caderina-N ja foi associado ao acréscimo da incidéncia de
metastases em modelos animais (Hazan et al., 2004; Hazan et al., 2010; Gheldof & Berx G,
2013).

E crescente o nimero de estudos que mostra o papel de células ndo-tumorais,
presentes no microambiente tumoral, na facilitacio do processo de metéstase. O tumor €
formado por células neopldsicas — o parénquima, e por uma gama de outras células — o
estroma associado ao tumor, embebidos na complexa rede de proteinas fibrilares e
glicoproteinas que forma a matriz extracelular. Incluidas entre as células do estroma estdo
células endoteliais (vasculares e linfaticas), fibroblastos, neur6nios e células do sistema
imunolégico. As células tumorais podem ativar componentes do estroma, resultando em
inflamacdo cronica, liberacdo de citocinas e proteases, processos que auxiliam no escape de
células neoplésicas do sitio priméario (Eckhardt et al., 2012).

O processo de entrada de uma célula, ou de um grupo de células malignas, em um
vaso € denominado intravasdo, e o processo de saida, rumo ao novo sitio a ser colonizado, é
denominado extravasamento. Embora os dois envolvam a migracdo transendotelial,
caracterizada pela ruptura das juncdes célula-célula endoteliais para que a célula neoplésica

atravesse a parede do vaso, a intravasdo e o extravasamento sao processos distintos
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(Reymond et al., 2013). Para atingir o vaso e entdo intravasar, a célula tumoral precisa
invadir os tecidos, o que se dd frequentemente pela degradacdo da matriz extracelular
através da intensa atividade proteolitica exercida por metaloproteases, catepsinas e outras
proteases, liberadas no meio extracelular ou presentes em estruturas celulares
especializadas, tais como pseudopddios e invadopddios (Wolf & Friedl, 2009). Se a célula
sobreviver ao cisalhamento e a acdo protetora do sistema imunoldgico no vaso, ela podera
eventualmente aderir a parede de uma célula endotelial para entdo realizar o
extravasamento. Esse processo tipicamente ocorre em pequenos capilares, onde
inicialmente ocorre restri¢ao fisica do movimento, seguida pela adesdo estdvel por meio de
interacdes moleculares, e finalmente pela migracdo transendotelial propriamente dita
(Kienast et al., 2010; Reymond et al., 2013). Uma vez no estroma, as células tumorais
podem iniciar o processo de proliferacdo, formando as chamadas micrometdstases, que por
sua vez precisam sobreviver e crescer neste novo ambiente para entdo dar origem as
macrometastases, que sao clinicamente detectdveis (Sahai 2007; Reymond et al., 2013).

H4 muito j4 se tem conhecimento de que o local de estabelecimento das metastases
nao € aleatério. Em 1889, o cirurgido inglés Stephen Paget prop0s a hipotese "Seed and
Soil" (“semente e solo”) para explicar o padrdo ndo randomico do surgimento de
metdstases. Suas constatacdes a cerca da discrepancia entre o suprimento de sangue e a
incidéncia de metastases em determinados Orgdos, levaram-no a propor que determinados
tipos de células tumorais, as "sementes", teriam afinidade especifica pelo ambiente de
determinados 6rgdos, o "solo", sendo entdo as metdstases formadas apenas quando a
"semente" e 0 "solo" fossem compativeis (Paget, 1889; Fidler, 2003).

Como exemplos dessa disseminagdo direcionada podem-se citar (a) o cancer de
mama, que metastiza preferencialmente para os pulmdes, figado, ossos e cérebro; (b) a
cancer de pulmao, que metastiza especialmente para os ossos, figado e cérebro; (c) o cancer
de prostata, que metastiza sobretudo para os 0ssos; e ainda melanomas que metastizam para
o figado, cérebro e pele (Nguyen et al., 2009).

Sendo assim, quase cento e trinta anos mais tarde, a hipotese de Paget continua
amplamente aceita. Muitos progressos foram alcancados na elucidacdo dos mecanismos

moleculares envolvidos no fato de que canceres especificos formam metédstases em 6rgaos
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especificos. Vérios estudos recentes demonstram que, em resposta a fatores secretados pelo
tumor primadrio, alguns tipos de células do hospedeiro sdo direcionadas para potenciais
locais de metdstase, onde criam um microambiente receptivo para as células tumorais
disseminadas, que sdo aquelas que j4 atingiram um 6rgdo secunddrio, mas que ainda ndo
desenvolveram metastases (Eckhardt et al., 2012).

Um ndimero crescente de evidéncias aponta para papel de células derivadas da
medula 6ssea na promocdao da metéstase via estabelecimento do chamado "nicho pré-
metastitico" (Kaplan er al., 2005; Hiratsuka et al., 2006; Hiratsuka et al., 2008; Eckhardt et
al., 2012). Tomando como exemplo o cancer de mama, as células neopldsicas ativam a
expressao das quimiocinas CCL17 e CCL21 nos pulmdes, promovendo quimioatracdo de
células tumorais e de células do sistema imune através do receptor CCR4, presente nestas
células (Olkhanud et al., 2009). Paralelemente, fatores derivados do tumor, incluindo
VEGFA, fator de crescimento placentario, TNF, TGFB70 e a enzima lisil-oxidase (LOX),
estimulam a expressio das proteinas ligantes de calcio S100A8 e S100A9,
metaloproteinase-9 e fibronectina em tecidos distantes, atraindo progenitores
hematopoiéticos e células mieldides (Kaplan et al., 2005; Hiratsuka et al., 2006; Erler et
al., 2009). O actimulo destas células imunoldgicas e a posterior secrecdo de
quimioatraentes e moléculas de adesdo auxiliam na posterior promog¢ao da metdstase sitio-
especifica (Lyden & Welch, 2011).

Com base no mencionado, o sucesso da metastizacdo € dependente tanto das
propriedades intrinsecas das células tumorais quanto das respostas do hospedeiro. Por se
tratar de varios eventos sequenciais e inter-relacionados, onde cada etapa € limitante, e que
falhas em qualquer uma dessas etapas resultam na interrupg¢do e fracasso do processo como
um todo, a metdstase, como processo, ¢ altamente ineficiente: assim pacientes podem
apresentar células neopldsicas circulantes e ndo necessariamente desenvolver metdstases, o
que pode ser explicado pelo fato de que, em modelos animais apenas <0,01% das células
cancerosas que deixam o tumor primdrio acabam por desenvolver ndédulos em sitios
secundérios (Fidler 2002; Fidler 2003; Joyce & Pollard 2009; Nguyen et al., 2009;
Reymond et al., 2013).
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As alternativas terapéuticas para a doenca em fase metastitica sdo bastante
limitadas, havendo de fato caréncia de terapias eficazes. Com base nas estatisticas relativas
ao cancer, nota-se que as diferencgas observadas em pouco mais de trinta anos (entre 1975 e
2008), referentes ao aumento no tempo de sobrevida e a relativa reducdo na mortalidade
dos pacientes com cancer, sdo especialmente resultado do aumento e maior precisdo em
tecnologias diagndsticas, o que possibilita o diagndstico na fase inicial da doencga, onde os
tratamentos atuam com maior eficiéncia (Siegel et al., 2012). Esta constatacdo ressalta a
necessidade da identificacdo de genes associados a progressdo metastatica: os genes
supressores de metdstase e os genes promotores de metdstase, cujo status de expressao no
tumor, além de apresentar valor prognoéstico e influenciar a tomada de decisdo com relacao
ao tratamento mais adequado, criaria a oportunidade para o desenvolvimento de terapias-
alvo.

Além de todos os eventos descritos, a maioria deles ocorrida no tecido tumoral,
também h4 vdrias alteragdes no organismo hospedeiro. Durante o desenvolvimento
tumoral, uma parcela dos pacientes sofre com a sindrome paraneopldsica, a caquexia, termo
derivado das palavras gregas kakos (ruim) e hexis (condi¢do, aparéncia). A caquexia € uma
sindrome multifatorial caracterizada por severa perda de peso e de massa muscular
esquelética (associadas ou ndo a perda de gordura), levando progressivamente a prejuizos
funcionais, fadiga, e em ultima instincia, a redu¢do do tempo de sobrevivéncia (Ryan et al.,
2007; Lucia et al., 2012; Fearon et al., 2013). Outra caracteristica marcante da caquexia €
que seus efeitos sobre o hospedeiro ndo podem ser completamente abolidos através de
suporte nutricional tradicional, uma vez que sua patofisiologia ndo estd ligada apenas a
reducdo da ingestdo de alimentos (anorexia), mas também ao metabolismo anormal
(hipercatabolismo e hipoanabolismo) (Lucia et al., 2012; Fearon et al., 2013).
Aproximadamente 50% do total de pacientes com cancer sdo afetados pela caquexia. Este
valor sobe para 85% para certos tipos de cancer, tais como géstrico e pancredtico (De Wys
et al., 1980; Tisdale, 1999, 2009).

A etiologia da caquexia associada ao cancer € complexa. As alteracdes metabdlicas
e a mobilizacdo de reservas sdo induzidas tanto por fatores liberados pelo tumor, que agem

diretamente nos tecidos-alvo ou via sistema nervoso central, quanto em resposta a
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processos inflamatérios sist€émicos (Rebeca et al., 2008; Fearon et al., 2013). A
mobilizacdo de reservas devido a inflamagdo é um processo conservado evolutivamente, e
sua regulacdo € feita através do sistema nervoso central (Straub et al., 2010). No caso do
cancer-caquexia, a inflamacao é gerada em resposta a estimulos oriundos do tumor (células
tumorais € do microambiente tumoral) e ainda de varias células do hospedeiro incluindo
células musculares esqueléticas, do tecido adiposo, do figado e do préprio sistema imune
(Straub et al., 2010). Os fatores mediadores do catabolismo tecidual, que muitas vezes
envolvem processos de estresse oxidativo, ainda ndo foram completamente elucidados, mas
ja € conhecida a participacdo das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e 1L-6 (Tisdale 1997,
2005, 2008, 2009, 2010; Argiles et al., 2006) e de produtos catabdlicos do tumor, tais como
o fator de mobilizacdo de lipidios e o fator de inducao de protedlise - PIF (Tisdale, 1997,
2008, 2009, 2010). Ainda, foi relatado que inoculacdo de IL-1 no cérebro induziu
rapidamente catabolismo muscular e expressdo de genes associados a atrofia, e que
citocinas pré-inflamatdrias também podem induzir a liberagdo de hormonio liberador de
corticotrofina (CRH), que tem poderoso efeito anorexigeno (Connan et al., 2007; Braun et
al.,2011).

Corroborando com todos os eventos descritos, existe ainda o consumo de
macronutrientes exercido diretamente pelas células tumorais. Especialmente nos estdgios
finais da doenca, quando a massa tumoral totaliza mais de 750g, seu consumo energético €
quantitativamente bastante importante (Fearon et al., 2013). Tomando como exemplo um
estudo feito com cancer colorretal em estdgio metastdtico, nos trés meses finais, o aumento
cumulativo do consumo energético basal, considerando-se apenas o figado, apresentou
acréscimo de aproximadamente 17.700 kcal em comparacdo ao gasto normal em figados de
individuos saudaveis (Lieffers et al., 2009; Fearon et al., 2013). Sendo assim, a demanda
energética e nutricional exigida pelo tumor poderia contribuir substancialmente para a
perda de peso associada a caquexia (Ryan et al., 2007; Lieffers et al., 2009).

O tratamento da caquexia associada ao cancer € essencial para a melhoria tanto da
qualidade de vida quanto da sobrevida dos pacientes, uma vez que hd mais de trinta anos
vem sendo documentado que a perda de peso é fator independente de progndstico ruim, e

que pacientes caquéticos respondem pior aos tratamentos e sofrem mais com os seus efeitos
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colaterais (Dewys, et al., 1980; Andreyev et al., 1998; Ross et al., 2004; Prado et al.,
2011).

As estratégias terapéuticas convencionais para o tratamento do cincer incluem
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. Embora tenham ocorrido grandes avancos com
relacdo as drogas anticancer nas ultimas décadas, infelizmente tanto a quimioterapia quanto
a radioterapia induzem efeitos colaterais massivos nos pacientes. Isso ocorre especialmente
devido aos efeitos severos que estes tratamentos exercem sobre as células normais e
sauddveis do hospedeiro, que estdo em fase proliferativa, uma vez que este € o principal
alvo das referidas terapias, sem mencionar os diversos efeitos colaterais tardios ja
associados a diversos quimioterapicos (Knijnenburg et al., 2013; Agrawal 2014).

O desenvolvimento de terapias que afetem eficientemente as células neoplésicas,
sem trazer prejuizos ao paciente portador de tumor, € encarado como o maior desafio nas
pesquisas para elaboracdo de novos tratamentos para o cancer.

Uma abordagem terapéutica que vem sendo amplamente investigada é a
imunoterapia. Embora muitos estudos enfoquem terapias baseadas no papel dos linfécitos-
T, novas descobertas acerca das células natural-killer (NK) sugerem que as mesmas
poderiam ser bons alvos para terapias celulares no cancer, uma vez que, além de sua
atividade citotéxica direta, as células NK produzem diversas citocinas imunoativas, tais
como interferons e fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrdfagos, o que
posiciona as células NK na intersec¢do entre imunidade inata e adaptativa (Klingemann,
2013; Davies et al., 2014).

No entanto, durante a progressdo tumoral, as células tumorais adquirem a
capacidade de evadir da destrui¢do pelo sistema imune. Durante a chamada imunoedi¢ao,
as células cancerosas induzem a diminuicdo da expressdo de receptores ativadores e
aumentam a expressdo de receptores inibitérios na superficie das células NK, ocorrendo
ainda, por parte da célula tumoral, diminui¢do na expressao de ligantes a estes receptores
estimulatdrios e aumento na expressdao de ligantes a receptores inibitérios (Huergo-Zapico
et al., 2014; Marcus et al., 2014). Sendo assim, esforcos tém sido feitos visando o
desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas que restaurem a habilidade das células NK

reconhecerem e lisarem células tumorais (Chretien et al., 2014), e os primeiros ensaios
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clinicos envolvendo transplantes de células NK em pacientes com cincer mostraram
beneficios (Klingemann, 2013; Ames & Murphy, 2014).

Outra estratégia anticancer que vem sendo pesquisada, ¢ a chamada “Terapia de
Oxidacao”, que consiste em aumentar o estresse oxidativo nas células tumorais, elevando
as espécies reativas de oxigénio (ROS) até niveis letais para estas células (Fang et al., 2007,
2009). A obtencdo desse resultado ocorre através de dois mecanismos principais: (a)
aumento da producdo de ROS através da administragdo de enzimas oxidantes para as
células-alvo (Sawa et al., 2000; Fang et al., 2002; Ben-Yoseph & Ross, 1994; Yoshikawa
et al., 1995; Stegman et al., 1998), ou (b) inibicdo das enzimas antioxidantes que atuam no
tecido tumoral, entre elas a superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa-S-
transferase (GST) (Brenner & Grimm, 2006; Huang et al., 2000; Fang et al., 2003).

Em busca de terapias que possam contribuir com o tratamento, € que apresentem
menos efeitos colaterais, uma porcdo crescente da populacdo faz uso da chamada
"Medicina Complementar e Alternativa" (CAM), que faz referéncia a diversas abordagens
de tratamento, que ndo fazem parte integral do procedimento médico padrio, e que podem
incluir componentes da dieta, suplementos, preparagdes a base de plantas, produtos de
origem natural e até mesmo mudangas no estilo de vida (Varker et al., 2012).

Meta-analises sobre o wuso de tratamentos complementares e alternativos
demonstraram que o percentual de pacientes com cancer que fazem uso de algum desses
tipos de abordagem praticamente dobrou (de 25% para 49%) nos ultimos trinta anos
(Horneber et al., 2012). Em geral, a pesquisa aborda o uso de terapias complementares e
alternativas de maneira desconstrucionista: embora haja certo interesse nos extratos
vegetais complexos, seus possiveis componentes ativos sdo explorados individualmente, o
que compromete a observacdo de qualquer possivel efeito sinérgico ou aditivo entre eles
(Fonfa, 2007).

Dentre formas mais frequentes de CAM estd o uso dos produtos naturais, € entre
eles, o uso da Aloe vera e do mel (Boudreau & Beland, 2006; Miller et al., 2008; Erejuwa
et al., 2014), cuja combinacdo € muito popular no Brasil.

Aloe vera (Linne), também comumente referida como Aloe barbadensis Miller, é

uma dentre aproximadamente 420 espécies do género Aloe, que compreende plantas
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xerodfitas suculentas perenes (Boudreau et al., 2006). Acredita-se que a origem geografica
da Aloe vera tenha ocorrido no Suddo, com posterior introducdo no mediterraneo e,
posteriormente, em outras dreas de clima tropical do planeta (Grindlay & Reynolds 1986).

A Aloe tem sido extensivamente usada pelos egipcios, assirios e civilizacdes do
mediterrineo desde tempos biblicos. O primeiro relato auténtico de que a Aloe possui
propriedades cicatrizantes € atribuido a uma tabuleta mesopotamica de argila datada em
aproximadamente 2100 anos A.C.. No entanto, o primeiro relato detalhado de seu valor
medicinal estd no "Papirus Ebers", documento egipcio datado de cerca de 1550 anos A.C.,
que contém vdrias preparacdes a base de Aloe para males internos e externos. Outra
descricdo antiga e detalhada do emprego da Aloe vera na medicina estd no "Herbério
Grego" de Dioscorides (cerca de 70 anos D.C.), onde a mesma € referéncia para o
tratamento de feridas, perda de cabelo, tlceras genitais e hemorroidas (Davis, 1997).

Contemporaneamente, a Aloe é importante na medicina tradicional de diversos
paises, entre eles China, India, Indias ocidentais (Antilhas e Caribe), Africa do sul e J apao
(Grindlay and Reynolds 1986), e € uma das poucas plantas medicinais amplamente
utilizadas na sociedade ocidental (Boudreau & Beland, 2006). Nas ultimas décadas,
pesquisas comegaram a estender as possibilidades terapéuticas do uso da Aloe vera,
particularmente contra o cancer (Harlev et al., 2012).

Dentro do género Aloe, a Aloe vera é a mais amplamente estudada e considerada a
mais biologicamente ativa, tendo sido identificados mais de 75 componentes com potencial
acdo farmacéutica (Tabela 1) (Foster et al., 2011). Avaliagdes clinicas t€ém revelado que os
ingredientes farmacologicamente ativos estdo concentrados tanto no gel, quanto na casca da
folha de Aloe vera (Rajasekaran et al., 2005). Porém, ainda ndo se conhece bem a
correlagdo entre todos os componentes e os efeitos farmacoldgicos provocados pela Aloe

vera.
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Tabela 1. Classes e exemplos de substancias potencialmente ativas da Aloe vera

Classe Componente

Antraquinonas/ Aloe-emodina, aloetic-dcido, anthranol, aloina A e B (ou colectivamente

antronas conhecido como barbaloina), isobarbaloina, emodina, e éster do acido
cinamico

Carboidratos Mananas, mananas acetiladas, glicomananas acetiladas,
glicogalactomananas, galactano, galactogalacturano, arabinogalactana,
galactoglicoarabinomananas, substancia péctica, xilana , celulose, manose,
glicose, L-ramnose e aldopentose

Cromonas 8-C-glucosil-(2'-O-cinamoil)-7-O-methylaloediol A, 8-C-glucosil-(S)-
aloesol,  8-C-glucosil-7-O-metil-(S) - aloesol, 8-C-glucosil-7-O-
methylaloediol, 8-C-glucosylnoreugenin, isoaloeresina D, isorabaicromona,
e neoaloesina A

Enzimas Fosfatase alcalina, amilase, carboxipeptidase, catalase, cicloxidase,

cicloxigenase, lipase, oxidase, carboxilase fosfoenolpiruvato e superéxido
dismutase

Minerais inorganicos

Cilcio, cloro, cromo, cobre, ferro, magnésio, manganés, potassio, fésforo,
sodio, e zinco

Vitaminas

B1, B2, B6, C, E, e acido félico

Diversos, incluindo
compostos organicos e
lipidios

Acido araquiddnico, 4cido y-linolenico, esteroides: campesterol, colesterol,
B-sitosterol, triglicéridos, triterpendides, giberelina, ligninas, sorbato de
potassio, dcido salicilico, 4dcido urico, -caroteno, e colina

Amino acidos

Alanina, arginina, &acido aspartico, 4cido glutdmico, glicina, histidina,
hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
treonina, tirosina, e valina

Proteinas

Lectinas

Fonte: Foster et al., 2011.

Os experimentos de Ikeno e colaboradores (2002) indicaram que a administrag¢ao oral

de Aloe vera, a longo prazo, ndo apresenta tragos de toxidade, nem tampouco efeitos

prejudiciais ou deletérios, mas sim mostra que poderia ser capaz de prevenir doencas

ligadas a idade.

Singh e colaboradores (2000) observaram possivel acdo antioxidante da Aloe vera,

protegendo contra pré-oxidacdo induzida da membrana e dano celular, comandando nos

orgaos a detoxificacdo de metabdlitos reativos, incluindo carcinogénicos e drogas. Outros

experimentos demonstraram ainda que administracdo oral das substancias aloina, aloe-

emodina e aloesina aumentam a sobrevida de camundongos implantados com tumor de
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Erlich ascite, enquanto paralelamente aumentam a expressdo de enzimas antioxidantes
chave no plasma destes animais (El-Shemy et al., 2010).

Pesquisas in vivo desenvolvidas por Gribel' & Pashinskii (1986) mostraram
importantes resultados a cerca do combate ao cancer pelo uso de Aloe vera, como reducdo
da massa tumoral, dos focos e da freqiiéncia de metdstases, além de potencializar os efeitos
anti-tumor de componentes da combinag¢do quimioterdpica (5-fluoracil e ciclofosfamida).
Estudos subsequentes também sugeriram que a administragdo oral de Aloe, associada ou a
melatonina ou ao mel, e ainda a quimioterapia, aumenta a sobrevida de pacientes com
cancer metastatico avancado (Lissoni et al., 1998; Lissoni et al., 2009).

Embora os efeitos antitumorais dos extratos de Aloe vera sejam geralmente
atribuidos ao acemannan, a aloe emodina, e a fracdo glicoproteica em geral, estudos
demonstram que esses efeitos também sdo gerados por outras substincias presentes na
folha como outros polissacarideos, aloina, emodina, dietilhexilftalato, lectinas entre muitos
outros (Reynolds & Dweck, 1999; Choi & Chung, 2003; Akev et. al, 2007; Pugh et al.,
2001; Im et al., 2005; Harlev et al., 2012).

A maior fragdo polissacaridica contida no gel da Aloe vera consiste em longos
polimeros de tamanho varidvel formados por cadeia polidispersa beta-(1,4)-manana
acetilada, coletivamente chamados de acemannan (Figura 1), apontado como estimulador
imunolégico (Fogleman et al., 1992; Manna & McAnalley, 1993; Reynolds & Dweck,
1999; Choi & Chung, 2003).

2/3/6-OAc 2/3/6-OAc  o~(1,6)-Gal
—[B-1,4-Man] — [B-1,4-Glc], —[B-1,4-Man] — [B-1,4-Man]__

Figura 1. Estrutura molecular basica do Acemannan. (Talmadge et al., 2004).

Virias sdo as evidéncias de que a agdo antitumoral do acemannan € oriunda de
ativacdo de respostas imunoldgicas no hospedeiro. Observacdes clinicas de animais
tratados com acemannan sugerem que sarcomas de tecidos moles inicialmente aumentam
de tamanho, mas que isso € seguido por encapsulacdo fibrosa, invasdao por linfécitos e

necrose do tumor (Harris et al., 1991). Paralelamente, experimentos conduzidos por Peng e
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colaboradores (1991) demonstraram que camundongos portadores de sarcoma tratados com
acemannan apresentaram regressdo do tumor, provavelmente devido a ativacdo de
macréfagos e ativacdo do sistema imune inato.

Ja os experimentos de Merriam e colaboradores (1996) mostraram os efeitos
preventivos do acemannan sobre a implantacio de tumores in vivo, uma vez que O
tratamento anterior a indu¢do de sarcoma em camundongos inibiu o seu desenvolvimento
do tumor, diminuindo a mortalidade em cerca de 40%.

Contribuindo para elucidacdo de outro mecanismo, Lee e colaboradores (2001)
demostraram que o acemannan € capaz de induzir a maturacdo de células dendriticas in
vitro, o que levaria a ativacdo do sistema imune inato, importante, entre outros, para o
combate a tumores.

Além disso, algumas pesquisas mostraram que o acemannan potencializa a acdo de
varios quimioterdpicos, incluindo ciclofosfamida, 5-fluoracil, cisplatina e adrenomedulina
em modelos animais (Harlev et al., 2012).

A aloina (Figura 2), também chamada de barbaloina, € uma antraquinona glicosilada,
encontrada na forma de dois isdmeros (aloina-A e aloina-B), sendo composto bioativo

presente na Aloe vera, e em varias outras plantas do género Aloe.

OH o] OH

Figura 2. Estrutura Molecular da Aloina
(10-glucopiranosil-1,8-di-hidroxi-3-
hidroximetil-9(10H)-antraquinona - Harlev
etal.,2012).

Pesquisas demonstram que a aloina possui acdes tanto preventivas quanto
terapéuticas no tratamento de neoplasias (Boudreau & Belland, 2010; Harlev et al., 2012).
Estudos recentes realizados por Hamiza e colaboradores (2014) demonstraram que o pré-

tratamento com aloina previne o surgimento de lesdes pré-neopldsicas induzidas por 1,2-
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dimetil-hidrazina (DMH) no colon intestinal de ratos, através de modulacdo do estresse
oxidativo e da inflamacao.

Em relagcdo a acdo terapéutica, os estudos conduzidos por Niciforovic e
colaboradores (2007) mostraram que a aloina apresenta atividade antiproliferativa e
citotéxica sobre células de carcinoma uterino humano (HeLaS3) em concentracdes
fisiolégicas, o que se dd, entre outros mecanismos, através de aumento do estresse
oxidativo devido ao acimulo de H>O», uma vez que em células tratadas ocorreu aumento na
atividade da enzima superoxido dismutase, sem aumento concomitante da catalase.

Pan e colaboradores, em 2013 propuseram que a inibi¢do da angiogénese seria mais
uma via pela qual a aloina poderia exercer atividade antitumoral; sendo observada tanto em
células endoteliais in vitro quanto em tumores colorretais humanos em modelos
xenografos.

Foi ainda relatado que a aloina potencializa a acdo da cisplatina em modelos de
melanoma, e que ainda poderia induzir a diferenciacdo celular (Tabolacci et al., 2013).

Evidéncias salientam ainda que os componentes de Aloe vera podem, de fato, agir
sinergicamente, de modo que seus efeitos podem ndo aparecer caso seu extrato seja
fracionado bioquimicamente (Reynolds & Dweck, 1999; Dagne et al., 2000; Akev et. al,
2007; Kametani et al., 2007).

Um dos possiveis mecanismos que corroboram para que os efeitos obtidos a partir de
extratos brutos de Aloe vera sejam mais proeminentes do que o de componentes
individuais, quando estes sdo administrados oralmente, pode estar associado ao fato de que
polissacarideos de origem natural sdo capazes de aumentar a absorcdo intestinal de drogas
co-administradas através de abertura transitéria das jungdes aderentes entre as células
epiteliais adjacentes permitindo transporte paracelular através do epitélio intestinal
(Junginger & Verhoef, 1998), o que, no caso da Aloe vera, permitiria a melhor absorcao de
seus proprios principios ativos.

Paralelamente, o mel também tem sido usado medicinalmente ha alguns milénios:
existem registros de seu uso pelos Egipcios, Gregos e Romanos na Biblia, Cordo, Tord e

Talmude (Bardy et al., 2008). O mel era tdo apreciado pelos antigos egipcios que era
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oferecido como alimento aos deuses, além de utilizarem-no para embalsamar os corpos,
uma vez que ja conheciam suas propriedades preservativas (Sharquie & Najim 2004).

Embora alguns afirmem que o mel é comparado ao acticar em seus valores nutritivos
e que proteinas, minerais e vitaminas estdo em baixa quantidade, tendo portanto, pouca
importancia nutricional (Heitkamp & Busch-Stockfisch, 1986), hda cada vez mais
evidencias de que o mel é um agente antitumoral, inclusive com efeitos anti-metastase
(Gribel' & Pashinskii, 1990; Bardy et al., 2008; Jaganathan & Mandal, 2009; Erejuwa et
al.,2014).

O mel é uma solugdo supersaturada de acucares, onde os principais sdo glicose e
frutose, representando cerca de 38% e 31%, respectivamente. Entretanto, o mel ainda
contém outras 181 substincias distintas, entre elas acidos fenodlicos e flavonodides, que
possuem propriedades anti-oxidantes (Figura 3). O mel contém ainda outras substancias
potencialmente ativas, tais como enzimas, dcido ascoérbico, carotendides, acidos organicos,
aminodcidos e proteinas (Gheldof et al., 2002; Jaganathan & Mandal, 2009). A composi¢ao
exata do mel varia grandemente com sua fonte botanica, mas independente disso, ja foi
observado que seu contetudo de flavonoides e dcidos fendlicos é maior nos tipos de mel que
sdo escuros, como o silvestre, por exemplo (Jaganathan & Mandal, 2009; Othman 2012).

O mel exibe vdrias propriedades terap€uticas incluindo atividade antibacteriana,
antifiingica, citostdtica, anti-inflamatdria, antioxidante e anti-hipertensiva (Jeddar et al.,
1985; Viuda-Martos et al., 2008; Erejuwa et al., 2014). No cendrio de cancer, o mel ja
demonstrou eficiéncia contra mucosite oral induzida por radiacdo, estomatite, doenca da
gengiva periodontal, reagdes cutaneas induzidas por radioterapia, tlceras malignas e lesdes
infectadas (Bardy et al., 2008). Othman (2012) propde que poderia haver correlacio inversa
entre consumo de mel e cancer, uma vez que o mel apresenta propriedades
imunoestimulatorias, anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas e cicatrizantes,

modulando assim eventos importantes na génese do cancer.
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Figura 3. Principais flavonoides e 4cidos fendlicos contidos no mel. Ph = fenil, Me = metil. (Jaganathan &
Mandal, 2009).

Baseando-se nas diversas evidéncias sobre o papel do mel no cancer, acredita-se que
ele possua atividade antimetastdtica, antiproliferativa e anticancer sobre vdrios tipos de
tumor. O maior niimero de estudos e também o maior numero de evidéncias sdo para os
canceres de mama, figado e colorretal (Fauzi et al., 2011; Jubri et al., 2012; Erejuwa et al.,
2014). Para outros tipos de tumor, tais como os de prdstata, bexiga, endometrial, renal,
cutaneo e Osseo, existem evidéncias promissoras, mas em menor nimero (Swellam et al.,
2003; Tsiapara et al., 2009; Erejuwa et al., 2014).

Os possiveis mecanismos de acdo pelos quais o mel inibe o crescimento ou a
proliferacdo de tumores ou células neopldsicas incluiriam regulacdo do ciclo celular
(Pichichero et al., 2010), permeabilizacio da membrana mitocondrial e ativacdo de
mecanismos apoptéticos (Jaganathan & Mandal 2010; Fauzi et al., 2011; El-kott et al.,
2012), modulagdo do estresse oxidativo (Erejuwa et al., 2012) e do sistema imunoldgico
(Hussein et al., 2012) e inibi¢do da angiogénese (Abdel Aziz et al., 2009; Erejuwa et al.,
2014). A maioria desses mecanismos parece ser desencadeada especialmente pela acdo dos
flavonoides e dos compostos fendlicos, que estdo biodisponiveis no mel, como ja

demonstrado em experimentos conduzidos em humanos saudéveis, que apos a ingestdo de
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mel apresentaram quantidades detectdveis desses compostos no plasma sanguineo, o que
aumentou sua capacidade antioxidante (Schramm ez al., 2003).

Componentes como dcido caféico, éster fenetil do acido caféico, e flavondides
glicosilados contidos no mel possuem efeito inibitério na proliferacdo e transformacdo de
células tumorais por hiporregulacdo das vias enzimdticas da proteina tirosina quinase,
cicloxigenase e ornitina descarboxilase (Chinthalapally et al., 1993).

Experimentos de Swellam e colaboradores (2003) mostraram que o mel inibiu o
crescimento das linhagens celulares de cincer de bexiga T24, RT4, 253] (humanas) e
MBT-2 (murina) in vitro. Além disso, quando administrado por via oral ou intralesional em
camundongos implantados com a linhagem MBT-2, o mel diminuiu a velocidade de
crescimento e o tamanho tumoral.

Ainda, o mel aparenta ter atividade citotoxica especifica contra células cancerosas,
ndo danificando as células normais, como foi mostrado em estudos envolvendo linhagens
de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e hepético (HepG2) humano (Fauzi et al.,
2011; Jubri et al., 2012).

Além disso, ja ha algum tempo sugeriu-se que o mel auxiliou no combate ao cancer
potencializando a atividade anti-tumor dos quimioterdpicos S-fluoracil e ciclofosfamida
(Wattenberg, 1986; Gribel' & Pashinskii, 1990).

Recentemente, mais ensaios mostraram atividade anticancer do mel in vivo e in
vitro, isolado ou em combinac¢do com quimioterapicos. O trabalho de Fernandez-Cabezudo
e colaboradores (2013) mostrou que o mel apresentou atividade antiproliferativa em
linhagens de melanoma e carcinoma colorretal murino, além de linhagem de cancer de
mama humano, via ativagcdo de caspases e apoptose. Ainda, foi observado que o tratamento
concomitante com mel potencializou a acdo do quimioterdpico paclitaxel nos trés tipos de
célula tumoral. A¢do antitumoral, aumento da sobrevida e potencializacdo dos efeitos do
paclitaxel também foram observados em camundongos implantados com melanoma,
quando administrado intravenosamente.

Poucos estudos tratam do popular tratamento conjunto com Aloe vera e mel.
Experimentos anteriores realizados pelo nosso grupo mostraram que a associacdo da Aloe

vera e mel no tratamento de ratos portadores de carcinossarcoma de Walker 256 diminuiu a
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proliferacdo e aumentou a tendéncia a apoptose nas células tumorais (Tomasin & Gomes-
Marcondes 2011). Ainda, Lissoni e colaboradores, em 2009, demonstraram que a
administracdo oral de Aloe vera e mel a pacientes com doenca metastitica avancada
potencializou os efeitos da quimioterapia, aumentou a atividade do sistema imunoldgico e
melhorou a sobrevida.

Desse modo, o investimento em pesquisa bdsica € o maior conhecimento dos
mecanismos anticancer dos tratamentos complementares e alternativos, conjuntamente com
os tratamentos clinicos convencionais, sd0 extremamente importantes, para que se possa
aplicar e ir de encontro ao intenso aumento do uso da medicina popular. Como mencionado
anteriormente, no Brasil, os tratamentos complementares vém crescendo significativamente
e o0 uso de Aloe vera e mel é um dos métodos mais populares. A medicina oriental valoriza
imensamente os produtos naturais; o mesmo € observado em alguns paises do ocidente.
Assim, a investigacdo proposta em modelo experimental de caquexia dos efeitos
modulatérios do composto Aloe vera e mel € extremamente importante para o
conhecimento da biologia tumoral, bem como das consequéncias de sua evolu¢do como as

metastases, sendo de suma importancia para extrapolar para a clinica médica.
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CAPITULO 1:

“Aloe vera e mel, estresse oxidativo, proteélise e cancer-

caquexia.”

57



58



59

Apresentacao:

O presente capitulo compreende os resultados acerca dos efeitos modulatérios da
administracdo oral de Aloe vera e mel sobre parametros corporais, estresse oxidativo e
protedlise em ratos Wistar portadores de carcinossarcoma de Walker 256. Foram
enfatizados neste artigo: (1) a possivel acdo do tratamento com Aloe vera e mel no quadro
de cancer-caquexia, empregando-se andlises nos tecidos do hospedeiro (musculo, figado e
coracdo), (2) efeitos antitumorais desse tratamento e (3) a correlacdo entre os efeitos desse
tratamento observados no hospedeiro e no tecido tumoral.

A dose do homogeneizado de Aloe vera e mel administrada aos animais (670ul/kg
de peso corporal/dia), utilizada no trabalho publicado anteriormente (Tomasin & Gomes-
Marcondes 2011), bem como neste capitulo e nos trés subsequentes, foi calculada de
acordo com Sistema Alométrico (ou Calculo de Dosagem por Taxa Metabdlica do Animal),
através do qual € possivel realizar a conversdo de doses de medicamentos entre espécies de
acordo com suas respectivas taxas metabolicas (Sedgwick, 1993, adaptado pelo Médico
Veterinario Paulo Anselmo Nunes Felippe - Responsavel pelo Zoolégico de Campinas, SP
e membro da CEEA/UNICAMP). O cdlculo da dosagem para os animais corresponde a
12,5 mL em humanos (homem com peso médio de 70Kg).

O estresse oxidativo tem duplo papel no cancer, estando relacionado tanto a eventos
tumorigénicos e a processos de espoliacdo do hospedeiro, quanto a senescéncia e apoptose
de células cancerosas. Alega-se que tanto a Aloe vera quanto o mel possuem propriedades
antioxidantes e anticancer, sendo muitas vezes sugerida sua aplicacdo como terapia
complementar. Assim, avaliamos os efeitos preventivos e terapéuticos da popular
associacdo entre Aloe vera e mel sobre a progressdo tumoral e espoliagdo do hospedeiro em
ratos portadores de carcinossarcoma de Walker 256. As andlises relativas a protedlise, a
acdo de enzimas antioxidantes e ao estresse oxidativo sugeriram que o tratamento com Aloe
vera e mel, especialmente na forma terapéutica (administracdo apenas apos a indugdo do
tumor), afetou de maneira diferencial os tecidos hospedeiros e tumoral, reduzindo eventos
espoliativos e o quadro de caquexia e, paralelamente, promovendo estresse oxidativo e

danos ao tecido tumoral.
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Esses resultados foram apresentados a seguir e no manuscrito intitulado “Oral
administration of Aloe vera and honey improves the host’s body composition and
modulates proteolysis via reduction of tumour progression and oxidative stress in

rats.”, submetido a periddico internacional indexado para publicagao.
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ABSTRACT

Oxidative stress has dual role in cancer; it is linked with tumourigenic events and
host wasting as well as senescence and apoptosis. Researches have demonstrated the
importance of co-adjuvant therapies in cancer treatment, and Aloe vera and honey have
immunomodulatory, anticancer and antioxidant properties. The preventive and therapeutic
effects of Aloe vera and honey in tumour progression and host wasting were analysed in
Walker 256 carcinoma-bearing rats. The animals were distributed into the following
groups: C=control-untreated, W=tumour-untreated, WA=treated after tumour induction,
A=control-treated, AW=treated before tumour induction and AWA=treated before and
after tumour induction. Proteolysis and oxidative stress were analysed in the tumour, liver,
muscle and myocardial tissues. The results suggest that the Aloe vera and honey treatment
affect the tumour and host by different mechanisms; the treatment modulated host wasting
and cachexia, whereas it promoted oxidative stress and damage in tumour tissues,

particularly in a therapeutic context (WA).

INTRODUCTION

Oxidative stress has a dual role in cancer; it is linked to several tumourigenic and
host wasting events (Mantovani et al., 2004; Valko et al., 2006; Toykuni, 2008; Tisdale,
2009) as well as senescence and cell death, the major mechanisms involved in cancer
control (Fang et al., 2009). While moderate levels of oxidative stress contribute to DNA
mutation as well as increased proliferation and metastatic capacity (Halliwell & Gutteridge,
1999; Sosa et al., 2013), numerous conventional anticancer drugs, including vinblastine,
doxorubicin, camptothecin, cisplatin and inostamycin, exhibit antitumor activity via
reactive oxygen species generation, thereby promoting excessive oxidative stress,
senescence and cell death in cancer cells (Fang et al., 2009).

Cancer patients may show progressive weight loss, oedema, muscle and adipose tissue
atrophy and fatigue as a result of host-catabolic processes, involving oxidative stress and

proteolysis, driven by the tumour. These events characterise a syndrome known as cachexia
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that affects approximately 30-80% of the patients depending on tumour type, jeopardising
quality of life and survival (Tisdale, 2009).

Over the last decades, researches have demonstrated that the use of complementary
and co-adjuvant therapies can improve the prognosis and quality of life for cancer patients
(Montbriand, 2004; Feng et al., 2011). Aloe vera (Linne, family Liliaceae) possesses some
pharmacological activities, including immunomodulatory, antioxidant and anticancer
properties (Eshun & He, 2004). Aloe vera increases the hepatic levels of antioxidant and
drug-metabolising enzymes and decreases oxidative stress in mice (Singh et al., 2000). In
contrast, numerous Aloe vera compounds have been reported to generate oxidative stress
and apoptosis in cancer cells in vitro (Lu et al., 2007; Niciforovi¢ et al., 2007).
Concurrently, studies have demonstrated that honey and its phenolic compounds may
possess anticancer and antioxidant activities. Indeed, a sustained inverse relationship
between honey consumption and cancer development has been reported (Othman, 2012).

Despite the fact that cancer patients commonly use the combination of Aloe vera
and honey as a complementary therapy, few studies demonstrating real benefits of this
association have been reported (Lissoni et al., 2009; Tomasin & Gomes-Marcondes, 2011).
Therefore, this study aims to evaluate the effects of Aloe vera and honey treatment on
oxidative stress and proteolysis in the host and tumour tissues of Walker 256 tumour-

bearing rats.

MATERIALS AND METHODS

Aloe vera and honey solution:

The Aloe vera and honey solution was prepared using mature and healthy Aloe vera
leaves (500 g) collected from the greenhouse at the State University of Campinas/SP
Brazil. Whole leaves were homogenised with wildflower honey (500 g, Lambertucci Ltda,

Rio Claro, Brazil) in aseptic conditions and maintained in dark vials at 4°C (Zago, 2004).

Experimental protocol:

Adult male Wistar rats (21-days-old, approximately 50 g body weight) were initially
divided into two groups: (1) The control (C) (n=30) group received 670 ul/kg of 0.9%
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NaCl solution daily by gavage, and (2) the Aloe vera and honey-treated group (A) (n=30)
was gavaged with a 670 uL/kg dose of the Aloe vera and honey solution daily. At the age
of 100 days, the rats were redistributed according to the Walker 256 carcinoma
subcutaneous implantation (2x10° viable tumour cells/rat in 0.5 mL inoculum) and
treatment.

The control group was divided into three subsets: the control (C, n=10) and tumour-
control (W, n=10) groups continued to receive 670 uL/kg of 0.9% NaCl solution daily,
while the tumour-Aloe vera + honey group (WA, n=10) received 670 uL/kg of the Aloe
vera and honey solution after the tumour induction. Concurrently, the Aloe vera and honey-
treated group was also divided into three subsets: the control-Aloe vera + honey (A, n=10)
and Aloe vera + honey—tumour-Aloe vera + honey (AWA, n=10) groups continued to
receive 670uL/kg of the Aloe vera and honey solution daily, while the Aloe vera + honey—
tumour (AW, n=10) group received the 0.9% NaCl solution daily after the tumour implant.

The groups are outlined in the scheme below.

= —> C-  Control

o

o Control W -  Tumour

v

E —> WA - Tumour + Aloe vera+honey
& —> A-  Aloe vera+honey

*E Aloe vera+honey AWA - Tumour + Aloe vera+honey
o

—> AW - Tumour
100 days - 21days

During the entire experimental protocol, the animals were kept in an air-conditioned
room with a 12-hour light—12-hour dark cycle, with free access to water and commercially
available food. They were monitored for weight gain weekly and sacrificed 21 days after
tumour induction. The tumours, livers, gastrocnemius muscles, hearts and carcasses were
collected for further analysis.

The general guidelines of the United Kingdom Coordinating Committee on Cancer
Research for animal welfare were followed (Vale et al., 2005), and the experimental
protocols were approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Research

(CEEA.IB/UNICAMP, protocol # 1400-1 and #2537-1).
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Body composition analysis:

The carcass (body without the tumour and gastrointestinal tract) was weighed and
dried at 55°C until a constant weight was obtained. The carcass water was determined as
the difference between the dry and wet weights. The carcass was homogenised, and a 10 g
sample was used for fat extraction by petroleum ether; the total body fat was calculated as
the difference between the initial sample weight (10 g) and the final sample weight
(without fat) in proportion to the whole body weight. Additionally, aliquots of the carcass
after water and fat extraction were analysed for total and collagen nitrogen content using a
colorimetric micro-Kjeldahl method (Albanese & Orto, 1963). The non-collagen nitrogen

was calculated by subtracting the collagen nitrogen from the total nitrogen content.

Oxidative stress and proteolysis evaluation:

Tissue samples from the liver, heart, gastrocnemius muscle and tumour were
weighed, homogenised in PBS, and centrifuged for 15 min at 10000 rpm. The supernatant
was collected for biochemical analysis. The samples were maintained on ice and assayed in
duplicate.

The total protein content of the samples, used to normalise the enzymatic activities,
was determined by the Bradford method (Bradford, 1976) using bovine serum albumin
(BSA) as a standard.

Superoxide dismutase (SOD) activity was assessed by measuring the degradation of
horseradish peroxide and dimethylaniline in the presence of 4-aminofenazon and riboflavin
following the method described by Tang and colleagues (Tang et al., 2002), and the data
are expressed as arbitrary units*ug protein’'. Catalase activity was measured in the
presence of hydrogen peroxide (final concentration 6 mM) as described by Cohen and
colleagues (Cohen et al., 1970), and the results are expressed in nmol*min '*ug protein!.
Glutathione-S-transferase (GST) activity (nmol*min '*ug protein!) was determined
following the conjugation of 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) with glutathione (Habig
et al., 1974). The malondialdehyde (MDA) content (nmol*ug protein™) was determined
using the substrate n-methyl-2-phenylindole (MPO) (Gomes-Marcondes & Tisdale, 2002).
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Once the GST activity and MDA content were determined, the MDA/GST ratio was
calculated.

The chymotrypsin-like activity was determined using the fluorogenic substrate
succinyl-Leu-Leu-Val-Try-7-amino-4-methylcoumarin (Suc LLVY-AMC; Calbiochem,
Boston, MA, USA) in Tris-HCI, pH 7.4). The fluorescence (excitation: 360 nm, emission:
460 nm) was measured, and the results are expressed as arbitrary units*ug protein’.
Calpain activity was measured by incubating the samples in 50 mM imidazole-HCI buffer
(pH 7.5) containing 10 mM B-mercaptoethanol, 1.0 mM NaNj3 and 4 mg/mL casein. Next, 5
mM CaCl, was added to activate calpain and initiate the hydrolysis reaction and the
absorbance (540nm) was measured. The results are expressed as arbitrary units*ug protein”
! (Jiang et al., 1997).

Alkaline phosphatase activity was measured using 37 mM 4-nitrophenyl disodium

phosphate (p-NPP) and expressed as nmol*min '*ug protein! (Martins et al., 2001).

Statistical analysis:

The results are expressed as the mean + SEM (Standard Error of Mean). The
comparisons among all groups were performed using one-way ANOVA followed by the
Bonferroni test. When necessary, further analyses between selected groups were performed
using an unpaired z-test. The p values < 0.05 were considered statistically significant.
Statistical analysis was performed using the Graph Pad Prism software (v3.00 for Windows

98, USA) (Gad & Weil, 1994).

RESULTS

The body parameter data are presented in Table 1. Positive weight gain was
observed in the healthy rats (groups C and A), while the Walker 256 tumour-bearing groups
displayed some degree of weight loss during tumour development (21 days). Remarkably,
only rats from the W and AWA groups experienced significant weight reductions.

Additionally, significantly reduced tumour sizes were exclusively observed in the WA

group.
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Table 1. Body parameters in the tumour-bearing rats that were either untreated or

treated with the Aloe vera and honey solution.

Parameter \ Group C W WA A AW AWA
Tumour weight (%) § - 12.60+1.48 | 4.63+2.41* - 8.69+1.40 14.18+1.39
Body weig:il;: injection 431.4£15.99| 430.6+10.53 | 434.549.057 | 434.7+12.72 | 426.2+£7.275 | 428.9+9.822
Final body weight (g) |468.2+15.97 | 426.3x10.62 | 456.6+x11.85 | 469.2+13.00 | 435.9+13.70 | 435.5£11.70

Weight gain (%) §§ | 7.97+2.964 | -11.64+£3.92* | -3.93+4.21 6.45+0.87 | -6.68+4.48* | -10.81+2.53*
Carcass (%) §8§§ 83.72+£0.60 | 70.93£1.45*% | 73.21£3.07* | 81.60+0.49 | 73.77+1.09% | 70.21+1.28%
Water (%) 62.89+0.41 | 65.54+0.36 | 64.68+0.46 | 62.35+0.31 | 64.34+1.30 | 65.80+0.76
Fat Content (%) 8.70+£0.50 | 6.62+0.62* 8.54+1.14 9.71£0.83 | 6.98+0.56* | 7.65+0.68
Albumin content (g/dL) | 4.53+0.07 | 3.65+0.14* 3.96+0.24 4.91+0.15 3.97+0.28 | 3.4240.23*
Nitrogen Total 18.46+0.73 | 17.23%0.75 19.38+0.58 | 18.70+0.33 | 19.39+0.77 | 18.88+0.31
Content | Collagen | 6.432+0.69 | 5.034+0.69 | 7.125+0.72 | 6.509+0.70 | 7.483+0.70 | 6.653+0.24
(ng/mg Non-
tissue) Collagen 12.03+0.28 | 12.20+0.26 | 12.25+0.27 | 12.19+40.44 | 11.91+0.20 | 12.23+0.38

Legend: AH - Aloe vera and honey solution. C, Control rats; W, tumour-bearing rats; WA, tumour-bearing
rats administered AH after tumour injection; A, control treated with AH; AW, tumour-bearing rats
administered AH before tumour injection; AWA, tumour-bearing rats administered AH before and after

tumour injection.

*p<0.05 in comparison with the C group (one-way ANOV A and Bonferroni test)
§ Relative tumour weight (%) was calculated as [tumour weight (g) / final body weight (g)] *100.
§§ Weight gain (%) was calculated as {[(final body weight (g) — tumour weight (g)] — body weight before
tumour injection (g) / body weight before tumour injection (g)}*100.
§§§ Carcass relative weight (%) was calculated as [fresh carcass weight (body without the gastrointestinal
tract and tumour) (g) / final body weight (g)]*100.

In the assessment of body composition parameters (Table 1), the carcass water

content increased in all of the Walker 256-tumour bearing groups, whereas the fat content
significantly decreased exclusively in the groups not treated with the Aloe vera and honey
solution during the tumour development (W and AW). In addition, the total body nitrogen
content also tended to be decreased exclusively in untreated rats (W, P=0.1344). The
plasma albumin levels decreased in all tumour-bearing groups, but the reduction is only
significant in W and AWA groups (Table 1).

The analyses of the proteolytic enzymes calpain and chymotrypsin in the tumour
and host tissues (gastrocnemius muscle, liver and heart) are presented in Figure 1.

Chymotrypsin activity significantly increased in the liver and tended to be increased
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(P=0.0988) in the myocardial tissues of the untreated rats (W), while is maintained in the
groups treated with the Aloe vera and honey solution during the tumour development (WA
and AWA) (Figure 1 A-D). Moreover, calpain activity tended to be increased in the liver
(P=0.0735), gastrocnemius muscle (P=0.0780) and tumour tissues (P=0.0897) only in the
untreated group (W) (Figure 1 E-H). In addition, alkaline phosphatase activity, decreased in
the cardiac tissues of the W, A, AW and AWA rats as well as the tumour tissues of the WA

group (Figure 1, I-L).
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Figure 1. Chymotrypsin-like (A-D), calpain (E-H) and alkaline phosphatase (I-L) activities in the muscle, myocardium, liver and
tumour tissues of the tumour-bearing animals treated with or without the Aloe vera and honey solution. C=Control, W=Tumour-
Control WA=Tumour-Aloe vera+honey, A=Control-Aloe vera+honey, WA=Aloe vera+honey—Tumour and AWA=Aloe
vera+honey—Tumour—Aloe vera+honey. The minimum number of animals per group was 10. *P<0.05 in comparison with the C
group (one-way ANOVA and Bonferroni test); #P<0.05 in comparison with the C group (unpaired T-test).
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The activities of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase
(Cat) as well as the MDA/GST ratios are presented in Figure 2. SOD activity decreased in
liver tissues of the W, AW and AWA groups as well as the muscles of the AWA group.
Increased SOD activity was observed in the WA tumours (Figure 2, A-D). Catalase activity
decreased in the myocardial tissues of the W and AWA rats and tended to progressively
decrease in the tumours through the groups treated with the Aloe vera and honey solution

(WA, AW and AWA; respectively; Figure 2, E-H).
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Figure 2. Superoxide dismutase (A-D) and catalase (E-H) activities as well as the MDA/GST ratios (I-L) in the muscle,
myocardium, liver and tumour tissues of the tumour-bearing rats treated with or without the Aloe vera and honey solution.
C=Control, W=Tumour-Control WA=Tumour-Aloe vera+honey, A=Control-Aloe vera+honey, WA=Aloe vera+honey—Tumour
and AWA=Aloe vera+honey—Tumour-Aloe vera+honey. The minimum number of animals per group was 10. *P<0.05 in
comparison with the C group (one-way ANOVA and Bonferroni test).
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Finally, the MDA/GST ratio, an indicator of oxidative stress, tended to increase in
the muscles (P=0.0591) and hearts (P=0.0752) of the untreated rats (W). In addition, this
ratio tended to increase in tumours of the rats treated with the Aloe vera and honey solution

after the tumour induction (WA; P=0.0698; Figure 2, I-L).

DISCUSSION

One of the greatest challenges in cancer therapy is inducing tumour cell death
without inflicting harm to the host. Complementary therapy studies are now being
conducted, and this work shows that phytotherapies, such as Aloe vera and honey, have the
potential to affect the tumour development while minimising cachectic processes in the
host.

The Walker 256 carcinoma is a widely used cancer-cachexia model that mimics the
human syndrome. According to data presented here, indeed the tumour development leads
to a significant decrease in weight gain, fat content and carcass mass. These decreases were
attenuated by the Aloe vera and honey solution, particularly when the solution was
administered exclusively after tumour induction (WA group). During cancer-induced
cachexia, albumin production is decreased and its degradation is enhanced. In fact, in this
work, the albumin content decreased in all tumour-bearing groups, but this depletion was
significant only in the W and AWA groups. In parallel, the water content also tended to be
increased in all tumour bearing groups, accompanying the decreased plasma albumin
content, which is consistent with the fact that albumin mantains the colloid osmotic
pressure.

Cachexia is also known to induce additional protein catabolism processes that first
target the extracellular compartment, and then, extend to skeletal muscle cells, promoting
atrophy and apoptosis. (Tisdale, 2009; Suzuki et al., 2013). Evidence for extracellular
protein mobilisation is observed in the tendency of decreased body collagen nitrogen
content in the untreated Walker-256-bearing rats (W), not in the other treatment groups.
This finding suggests that the Aloe vera and honey solution might be beneficial to the host.

The host wasting process observed during cancer-induced cachexia is complexly

regulated by tumour cell release of proteolysis and lipolysis factors and specific immune
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system activation that results in chronic inflammation and increased reactive oxygen
species in host tissues (Mantovani et al., 2004; Tisdale, 2009). This process, mediated by
tumour factors and cytokines, is capable of regulating not only the proteolysis/lipolysis
machinery but also the cellular antioxidant system (Mantovani et al., 2004; Tisdale, 2009).

Aloe vera has been reported to contain various immunomodulatory compounds
(Eshun & He, 2004, Lissoni et al., 2009). Therefore, we hypothesise the Aloe vera and
honey therapy reduces chronic inflammation and oxidative stress and catabolism via
modulation of the activities of antioxidant enzymes, such as superoxide dismutase (SOD)
and catalase. SOD characterises the first defence against oxidative stress and catalyses the
dismutation of the superoxide anion (O2) into oxygen and hydrogen peroxide (H20>),
which is subsequently converted into water and oxygen by catalase (Winterbourn, 2008).

In this work, numerous observations suggest that the Aloe vera and honey treatment
may attenuate cancer-induced cachexia associated with skeletal muscle wasting. One
example is the trend of increase in calpain activity and MDA/GST levels which were
particularly apparent in untreated tumour-bearing rats (W), but not in Aloe vera and honey
treated rats (especially those of the WA group). Given that the cysteine protease calpain
integrates the calcium-dependent protein degradation pathway, which is known to be
activated in muscles during cancer-induced cachexia (Costelli et al., 2005; Tisdale, 2009)
and involved in cell death (Lopatiniuk & Witkowski, 2011), the Aloe vera and honey
solution potentially decreased host-wasting processes via modulation of this pathway. In
addition, the rats treated with Aloe vera and honey after tumour induction (WA and AWA)
displayed a significant decrease in the chymotrypsin-like activity in the gastrocnemius
muscle. The chymotrypsin-like activity corresponds to the catalytic core of the 20S subunit
of the ubiquitin—proteasome pathway, which is considered to be the most important
pathway for intracellular protein degradation under catabolic conditions (Lecker et al,
1999). Although we observed no increase in chymotrypsin-like activities in the muscle
tissues of untreated tumour-bearing rats (W), these animals had alterations in other
parameters consistent with a cachectic status, such as decreased body weight, body fat and
trend of a decrease in nitrogen content, increased chymotrypsin-like activity in the

myocardial and liver tissues and increased MDA/GST ratio in the gastrocnemius muscles.
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Malondialdehyde (MDA) is a product from membrane phospholipid peroxidation.
In high levels, MDA can bind to nucleic acids to form adducts, resulting in DNA mutations
(Volgaridou et al., 2011). In contrast, glutathione-S-transferase is a phase II detoxification
enzyme that is responsible for the conjugation of glutathione to MDA, promoting MDA
removal, thus, high MDA/GST ratio is an indicative of oxidative stress (Board & Menon,
2013). Our data suggest that Aloe vera and honey might modulate muscle wasting by
reducing the chymotrypsin-like activity in the WA and AWA groups as well as
simultaneously modulating antioxidant enzymes to lower the MDA/GST ratio, as observed
in WA, AW and AWA groups relative to the untreated group (W).

Recently, cancer-induced cachexia has been reported to cause cardiac alterations
and atrophy in mouse models (Tian et al., 2010; 2011). Our experiments in rats also
suggest that heart damage occurs, as we observed a tendency toward an increase in
chymotrypsin-like activity and oxidative stress in the untreated Walker-256 bearing rats (W
group). The observed tendency of increase in MDA/GST levels, which was particularly
apparent in the W group, could result from an imbalance in superoxide dismutase and
catalase activities. The combination of increased SOD activity and significantly decreased
catalase activity may result in hydrogen peroxide accumulation and MDA production (Fang
et al., 2009). The SOD and catalase activities in cardiac tissues of the rats treated with the
Aloe vera and honey solution after tumour induction (WA) were maintained, leading to a
balanced MDA/GST ratio.

In addition to muscular, adipose and cardiac tissues, cachexia also severely affects
the liver by disrupting of the homeostatic balance between anabolism and catabolism to
promote persistent catabolic status corroborating to the cachectic process and/or by
promoting the same alterations observed in other host tissues (e.g., oxidative stress,
catabolism and cell death) (Jones et al., 2013). In the present study, chymotrypsin-like
activity increased and calpain activity tended to increase in the livers of the untreated
tumour-bearing rats (W); however, these changes were not present or significant in the Aloe
vera and honey treated rats (WA, AW and AWA). Altogether, these results suggest a

protective role for Aloe vera and honey treatment in hepatic tissues, particularly in the WA
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group. Indeed, Aloe vera has been reported to have hepatoprotective activity (Gbadegesin et
al., 2009).

Several studies have demonstrated both Aloe vera and honey possess antioxidant
properties, and synergism of some of their compounds cannot be discounted (Eshun & He,
2004). Aloe vera specifically activates SOD, catalase and phase II enzymes (including
GST) in organs such as the liver, lungs, kidney and forestomach (Singh et al, 2000). Honey
flavonoids and phenolic compounds increase the serum antioxidant capacity in health
human subjects (Schramm, 2003) and increase antioxidant enzyme activities in mice
(Fernandez-Cabezudo et al., 2013).

Although several data suggest that the Aloe vera and honey solution is beneficial to
the host, the observed results are likely indirect. The majority of the benefits were observed
in the WA group, and this group presented the smallest tumours. The production of tumour
factors that promote the development of cancer cachexia syndrome would be compromised
in tumours of reduced volume, thereby resulting in a reduction in the general host wasting
process.

In fact, analysing the tumour tissue itself, we noticed a tendency of decrease in
calpain activity in the tumours of the Aloe vera and honey treated groups (WA, AW and
AWA) compared with the untreated group (W), suggesting that the Aloe vera and honey
solution modulates calpain’s pro-tumourigenic activities. Calpain expression is often
increased in aggressive tumours and it is linked to cell migration and survival (Storr et al.,
2011). In addition, reduced alkaline phosphatase activity is observed in the WA tumours,
suggesting decreased cell activity. In this case, reduced cell activity could be indicative of
cell death or senescence, both of which were previously reported to occur in response to
Aloe vera or honey compounds (Tomasin & Gomes-Marcondes, 2011; Jaganathan &
Mandal, 2009). Importantly, the WA tumours, which were the smallest on average among
the groups, displayed tendency of increase in SOD activity and no alterations in catalase
activity. The subsequent increase in oxidative stress (MDA/GST ratio) is consistent with
the notion that the Aloe vera and honey treatment leads to oxidative stress and cell death in
cancer cells. A previous study reported that an increase in SOD activity without a

concomitant increase in catalase activity in cancer cells (as observed in the WA tumours)
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results in oxidative stress via hydrogen peroxide accumulation (Fang et al., 2009). These
observed effects are in agreement with a study that treated lymphoma-bearing mice with
emodin, an active compound found in Aloe vera (Singh & Trigun, 2013).

Indeed, the effects observed in the WA-treated tumours are similar to those
proposed by the “oxidative therapy,” which comprises various strategies to increase
oxidative stress to lethal levels in tumour cells (Fang et al., 2009; Trachootham et al., 2009;
Gupta et al., 2012). These strategies include the inhibition of antioxidant enzymes, such as
superoxide dismutase, catalase and glutathione-S-transferase, to promote the accumulation
of reactive oxygen species, which lead to cell damage and cell death (Huang et al., 2000).
Such approaches appear to be very promising in cancer therapy, and their application has
recently increased (Gupta et al., 2012).

Thus, the achievements of this work provide evidence that the Aloe vera and honey
solution decreased host wasting and also increased oxidative stress in tumour cells,
particularly when administered therapeutically (immediately after tumour induction, group
WA), by differentially modulating antioxidant and proteolysis enzymes in the host and
tumour tissues. The mechanisms responsible for these effects might include the deleterious
actions of various Aloe vera and honey compounds (aloin, aloe-emodin, acemannan and
flavonoids) on tumour cells, which might result in indirect effects on the host tissues. These
mechanisms may also include immune system modulation as well as altering the chronic
proinflammatory status of cancer-induced cachexia. Certainly, several compounds in Aloe
vera and honey synergised to generate the observed effects in this model, and our group is
still working to elucidate both the compounds and the mechanisms involved in Aloe vera

and honey-mediated modulation of the cancer-cachexia syndrome and tumour growth.
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Apresentacao:

Este capitulo abrange os possiveis efeitos do homogeneizado de Aloe vera e mel e
de seu extrato etandlico sobre o tecido tumoral primdrio, no que diz respeito a
caracteristicas relacionadas a propensdo ao surgimento de metdstases. Entre elas estd o
switch de caderinas, a degradacao de matriz extracelular e a vascularizagdo. As anélises dos
tumores primarios demonstraram que houve diminui¢ao da expressao da caderina-N, com
concomitante aumento da expressdo de caderina-E em animais tratados com o extrato
etandlico, mais pronunciadamente com o tratamento com homogeneizado de Aloe vera e
mel do que com o extrato etandlico. Da mesma maneira, o nimero e o didmetro dos vasos
sanguineos, assim como a atividade da catepsina-D diminuiram nos dois grupos tratados,
sobretudo no grupo tratado com Aloe vera e mel, em comparagdo ao controle-tumor nao
tratado. Esses dados sugerem que a Aloe vera a € o mel podem diminuir a propensio a
metdstase, modulando as etapas iniciais deste processo que ocorrem ainda no tumor
primdrio, tais como transi¢do epitélio-mesenquimal e angiogénese. Ainda, o processo de
extracdo diminui as substincias responsdveis por esses efeitos, uma vez que os efeitos
observados sobre os tumores de animais tratados com o extrato etandlico, embora
presentes, foram menos proeminentes do que aqueles observados nos animais tratados com
o homogeneizado bruto de Aloe vera e mel.

Esses resultados também foram apresentados na forma de manuscrito intitulado “A
solution of Aloe vera and honey and its ethanolic extract impair the metastatic ability
of Walker 256 tumour tissues in vivo.”, submetido a periédico internacional indexado

para publicacdo, como apresentado a seguir.
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ABSTRACT

The ability of cancer cells to detach from the primary tumour depends on several
cellular processes, including the degradation of the extracellular matrix and an epithelial-to-
mesenchymal transition, and some features of the tumour microenvironment, such as
vascularisation. Research has shown that both Aloe vera and honey have anticancer
properties, including the inhibition of metastasis. In order to evaluate the effect of a
solution of Aloe vera and honey (A) and its ethanolic extract (E) on metastasis-regulating
processes in primary tumours, Wistar rats were subcutaneously implanted with Walker 256
tumours and distributed into the following groups: W=untreated, W A=treated with A (670
ulL/kg Aloe vera and honey solution by gavage daily), WE=treated with E (670 uL/kg
ethanolic extract and 0.9% NaCl, 1:1 v/v solution, daily). After 21 days, the rats were
sacrificed. An analysis of the primary tumour tissues of these animals showed a decrease in
N-cadherin expression in groups WA and WE, with a concomitant increase in E-cadherin
expression in group WA compared to the control group (W). Cathepsin D activity was also
decreased in the tumour tissues from groups WA and WE. In addition, the number of blood
vessels and their diameter significantly decreased in tumour tissues from groups WA and
WE compared to those from group W. These data suggest that treatment with A and E
could reduce the metastatic propensity of tumours by modulating neoangiogenesis and the

process of epithelial-to-mesenchymal transition.

INTRODUCTION

Metastasis is a complex process that is characterised as the spread of cancer cells
from their original site to distant organs. To initially escape from the primary tumour, a
cancer cell must have certain specific abilities such as motility and the capacity to degrade
the extracellular matrix, and the tumour microenvironment must also have some
characteristics such as an appropriate vascular network (Oppenheimer, 2006; Furuya et al.,

2009).
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Briefly, for the early steps of metastasis, the cell undergoes a process called
“epithelial-to-mesenchymal transition” (EMT), where a non-motile, polarised epithelial cell
becomes a non-polarised, motile and invasive mesenchymal cell (De Craene & Berx,
2013). EMT is particularly marked by the "cadherin switch," the replacement of E-cadherin
by N-cadherin in cell-cell junctions, which leads to the instability of cell-cell adhesion
(Hazan et al., 2004; Gheldof & Berx G, 2013).

Furthermore, a tumour must be supplied by an adequate network of blood vessels,
which will supply the nutrients required for tumour growth and allows the detached cells to
reach distant organs (Benazzi et al., 2014). The aspartic protease cathepsin-D takes part in
both the matrix degradation processes and angiogenesis promotion; cathepsin-D has been
linked to poorer outcomes and metastasis in several cancer types (Liaudet-Coopman et al.,
2006; Benes et al., 2008; Dian et al., 2013).

The treatments for metastatic stage disease are limited, and the prognosis is very
poor; metastases are responsible for over 90% of all cancer deaths (Mehlen & Puisieux,
2006). The identification of therapies that can modulate the steps in the development of
metastasis without side effects to the patient represents a challenge in current cancer
therapy.

Studies have shown that both Aloe vera and honey have anticancer properties,
including the ability to inhibit metastasis, but little is known about the mechanisms of
action that lead to this phenotype (Akev et al., 2007; He et al., 2008; Swellam et al., 2003).
The combination of Aloe vera (Linne) (Liliaceae) and honey is very common in popular
medicine, and recent studies conducted by us and others have shown promising effects of
this solution in the treatment of cancer (Lissoni et al, 2009; Tomasin & Gomes-Marcondes,
2011).

For these reasons, this work aimed to evaluate whether a solution of Aloe vera and
honey and its ethanolic extract can modulate some metastasis-regulating processes such as

EMT and angiogenesis in primary tumours.

MATERIALS AND METHODS
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Aloe vera and honey solution and extract:

The solution of Aloe vera and honey (A) was prepared using mature and healthy
Aloe vera leaves (500 g) collected from the greenhouse at the State University of
Campinas, SP, Brazil. The leaves were homogenised with wildflower honey (500 g,
Lambertucci Ltd., Rio Claro, Brazil) under aseptic conditions, and the solution was
maintained in dark vials at 4°C (Zago, 2004).

The ethanolic extract (E) was obtained from the Aloe vera and honey solution
mentioned above (A). Briefly, the Aloe vera and honey solution was submitted to liquid-

liquid extraction with 100% ethanol, followed by rotaevaporation, resulting in a 50% w/w

yield (BARROS et al., 2009).

Experimental protocol:

Adult male Wistar rats (n=30) received subcutaneous tumour implants (5x10°
viable tumour cells/inoculation) and were distributed into groups as follows, according to
the treatment received: W (n=10), 670 uL/kg of a 0.9% NaCl solution daily; WA (n=10),
670 uL/kg of the solution of Aloe vera and honey (A) by gavage daily; WE (n=10), 670
uL/kg of the ethanolic extract (E) of the above solution, diluted 1:1 v/v with a 0.9% NaCl
solution, by gavage daily.

The animals were kept in an acclimatised room with a 12-hour light and 12-hour
dark cycle with free access to drinking water and commercially available chow. After 21
days, the rats were sacrificed, and the primary tumour tissues were resected, weighted, and
collected for further analysis.

The general guidelines of the United Kingdom Coordinating Committee on Cancer
Research for animal welfare were followed (Vale et al., 2005), and all experimental
protocols were approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Research

(CEEA.IB/UNICAMP, protocol # 1400-1 and #2537-1).

RT-qPCR:
RT-gPCRs followed the MIQE (Minimum Information for Publication of

Quantitative Real-Time PCR Experiments) guidelines (Bustin et al., 2009).



90

Total RNA was isolated from tumour tissue samples using TRIzol (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), and the integrity of the RNA was assessed by
resolution on a 1.5% agarose gel with ethidium bromide. cDNA synthesis was performed
starting with 3 pg of total RNA via the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturers’ instructions. RT-qPCR was performed in triplicate; 5 ng of cDNA per
reaction was amplified using Fast SYBR Green Technology (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, USA) on an ABI Prism 7000 Thermocycler (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, USA) and standard cycling methods.

The primers used in this study were KiCqStart® SYBR® Green Predesigned
Primers  (Sigma  Aldrich, St.  Louis, MO): mE-cadherin (Fwd: 5°-
CGAGAGAGTTACCCTACATATAC-3’, Rev: 5’-GGAGCGTTGTCATTAATATCC-3"),

mN-cadherin (Fwd: 5’-CGACATGAATGATAACAGACC-3’, Rev: 5’-
GTAAACATGTTGGGAGAAGG-3’) and mp-actin (Fwd: 5’-
AAGACCTCTATGCCAACAC-3’, Rev: 5’-TGATCTTCATGGTGCTAGG-3")

(endogenous control).
The expression of genes of interest was assessed by the AACt method, and are

expressed as the fold change compared to the control group (W).

Cathepsin D activity:

Cathepsin D activity was assessed by incubating the tumour homogenate samples
with cathepsin D substrate (Calbiochem, Boston, MA, USA), then incubating with
diaminopeptidase IV (kindly donated by Prof. S. Hyslop, State University of Campinas)
and measuring fluorescence (emission: 345 nm, excitation: 425 nm) according to the

method described by Takahashi & Tang (1981).

Vascularisation analysis:

The tumour tissue samples were fixed in a 4% paraformaldehyde solution for 24 h
and then embedded in paraffin blocks according to routine procedures. Cross-sections (5

pm) taken from these blocks were mounted on poly-1-lysine-coated slides, de-paraffinised,
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rehydrated through a series of incubations from alcohol to distilled water and stained with
Harris’ haematoxylin.

Visualisation and documentation were carried out with a LEICA microscope fitted
with a video camera; analyses were performed using Image Pro-Plus software (1.0 version,
Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA). For each tissue section, the number and

diameter of blood vessels were determined in three random fields (1.2x10° um? each).

Statistical analysis:

The results are expressed as the mean =+ the standard error of the mean (SEM). The
comparisons between the groups were performed using one-way ANOVA followed by the
Bonferroni test. When necessary, further analyses between selected groups were performed
using unpaired T-tests. P-values < 0.05 were considered to be statistically significant.
Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism software (v3.00 for Windows 98,

USA) (Gad & Weil, 1994).

RESULTS AND DISCUSSION

The size of tumours (relative weight, %) significantly decreased in group WA
animals compared to group W animals; animals in group WE had tumours with
intermediary values that were not significantly different from those observed in group W
(W=18.01+1.49; WA=10.46+2.06; F=13.96+1.81).

Our previous results have shown that a solution of Aloe vera and honey decreases
primary tumour growth by increasing the Bax/Bcl-2 ratio and decreasing proliferation
(Tomasin & Gomes Marcondes 2011). The current data reaffirms this inhibitory effect of
the Aloe vera-honey solution on tumour development. Furthermore, because the tumours
from group WE were smaller than those from group W but bigger than those from group
WA, these data suggest that during the ethanolic extraction, some compounds involved on
this modulatory activity were lost or their levels were reduced.

EMT is an initial requirement for invasion and metastasis. During EMT, a non-
motile, polarised epithelial cell breaks down its cell-cell contacts, becoming an individual,

non-polarised, motile and invasive mesenchymal cell; this transition confers the ability to
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migrate and invade the surrounding tissues, ultimately reaching the blood or lymphatic
vessels to spread to distant organs (De Craene & Berx, 2013). Among the multiple
molecular changes that characterise EMT, the switch from E-cadherin expression to N-
cadherin expression in the tumour cells is perhaps the most evident (Hazan et al., 2004;
Gheldof & Berx G, 2013). E-cadherin has long been described as a tumour suppressor
gene, and low levels of E-cadherin are observed in the majority of epithelial cancers,
leading to tumour invasiveness and poor prognosis (Christofori & Semb, 1999; Gall &
Frampton, 2013).

In this work, we observed that the expression levels of E-cadherin mRNA in tumour
tissues from rats treated with the Aloe vera-honey solution (group WA) were significantly
higher than those of the tumours from untreated rats (group W) (Figure 1, A). On the other
hand, the expression levels of N-cadherin mRNA in the tumours from groups WA or WE
were significantly lower than those in tumours from untreated rats (group W) (Figure 1, B).
These data suggest that treatment with the Aloe vera and honey solution or the Aloe vera-
honey ethanolic extract may modulate the expression of genes related to early metastatic
steps; in particular, treatment with the Aloe vera-honey solution seemed to revert the
typical cadherin switch and thus may prevent EMT. Several studies have shown that the
reversion of the epithelial to mesenchymal transition is marked by decreases in N-cadherin
and increases in E-cadherin levels, and these changes may be a response to treatment with

natural compounds (Chao et al., 2010; Prasad & Katiyar, 2012; Chu et al., 2013).
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Figure 1: Aloe vera and honey solution and ethanolic extract modulate the mRNA expression levels of E-
cadherin (A) and N-cadherin (B) and the activity of cathepsin-D (C) in primary tumour tissues from rats.
Legend: W, Walker-256 tumour-bearing rats; WA, tumour-bearing rats treated daily with a solution of Aloe
vera and honey for 21 days after tumour implantation; WE, tumour-bearing rats treated daily with the
ethanolic extract of the Aloe vera and honey solution. * P < 0.05 indicates significant differences within each
column compared to group W.
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Some prior studies had shown that Aloe vera, honey or some of their compounds
inhibit the motility of cancer cells in vitro or that these products have antimetastatic effects
in vivo (Orsoli¢ et al., 2003; He et al., 2008; Chen et al., 2010; Suboj et al., 2012).
Although these studies have suggested some mechanisms of action involving a decrease in
metalloproteinase activity or the down-regulation of FAK, none of them have reported the
restoration of E-cadherin expression or the suppression of N-cadherin expression; based on
our results, this may be another pathway underlying in the antimetastatic activities of Aloe
vera and honey.

The significant decrease in cathepsin-D activity in the tumour samples from groups
WA and WE compared to the untreated group (Figure 1C) also suggests that the
compounds contained in the Aloe vera and honey solution and its ethanolic extract may
play a role in the control of the early stages of metastasis.

The aspartic protease cathepsin-D is traditionally located inside lysosomes, where it
is involved in the acid digestion of proteins and peptides (Benes et al., 2008). During
cancer progression, especially in solid tumours, cathepsin-D is commonly overexpressed
and secreted by both cancer and stromal cells; it is believed to promote matrix remodelling,
mitosis, angiogenesis and metastasis (Liaudet-Coopman et al., 2006; Benes et al., 2008).
Indeed, it has been extensively reported that high levels of cathepsin-D are linked to the
occurrence of metastasis and poorer outcome in cancer patients, and these effects are
believed to be due to the proangiogenic role of cathepsin-D in solid tumours (Leto et al.,
2004; Dian et al., 2013). Moreover, several studies have shown that lower levels of
cathepsin-D lead to a reduction in the migration and invasion of several cancer cell lines in
vitro, as well as a reduction in metastatic burden in animal models (Glondu ef al., 2002).
Thus, the observed decrease in the cathepsin-D activity in tumour samples from treated rats
may be linked to a decrease in the aggressiveness of these tumours. Several independent
clinical studies have shown that the cathepsin-D level of primary tumours is an independent
prognostic parameter that is correlated with the incidence of metastasis and shorter survival
times (Rochefort, 1992; Ferrandina et al., 1997; Westley & May, 1999; Foekens et al.,
1999, Dian et al., 2013).
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Finally, the findings of this work also suggest that treatment with the Aloe vera-
honey solution and its ethanolic extract are effective in inhibiting tumour vascularisation
(Figure 2). Both groups WA and WE presented tumours with a significantly lower number
of blood vessels, which were also significantly smaller in diameter than those in the
untreated group (W). These results are consistent with the lower levels of cathepsin-D and
the smaller primary tumours observed in these groups (i.e., groups WA and WE compared
to group W).
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Figure 2: The Aloe vera and honey solution and its ethanolic extract inhibit tumour vascularisation. (A)
Tumour histology of tumour-bearing rats, group W; (B) tumour histology of Aloe vera and honey solution-
treated group WA; (C) tumour-bearing rats treated with the ethanolic extract of the Aloe vera and honey
solution, group WE. A representative image from each group is shown at 200x magnification. (D) Number of
blood vessels number; (E) Diameter of blood vessels in tumour tissues from the three different groups.
Legend: W, Walker-256 tumour-bearing rats; WA, tumour-bearing rats treated daily with a solution of Aloe
vera and honey for 21 days after tumour implantation, WE, tumour-bearing rats treated daily with the
ethanolic extract of the Aloe vera and honey solution. * P < 0.05 indicates significant differences within each
column compared to group W.
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It has been proposed Aloe vera, honey and some of their compounds have
antiangiogenic properties in cancer models in vitro and in vivo (Suboj et al., 2012; Pan et
al., 2013; Erejuwa et al., 2014). The tumour microenvironment is as important in
metastasis as the cancer cell itself. Blood vessels, which are initially required for the
establishment and growth of a primary tumour, subsequently deliver individual cells from
this primary tumour tissue to distant organs, an essential step in the development of
metastasis (Benazzi et al., 2014). In addition to this role of tumour blood vessels in
metastasis, another implication of decreasing tumour vascularisation is that an insufficient
nutrient supply may impair tumour growth, which is the basis of the antiangiogenic
therapies (Folkman, 1971; Al-Husein et al., 2012). This may explain the smaller tumour
size observed in the Aloe vera-honey/ethanolic extract-treated rats to some extent.

Because the most prominent effects regarding to the EMT reversion, the decline in
cathepsin-D activity and the reduction in tumour vascularisation were observed in Aloe
vera and honey-treated rats (group WA), it is likely some antiangiogenic or antimetastatic
compounds were lost or their levels were decreased during the ethanolic extraction process.
Furthermore, a synergy between substances contained in Aloe vera and/or honey cannot be
discarded (Kametani et al., 2007).

Further assays to elucidate the main differences in composition between the Aloe
vera and honey solution and its ethanolic extract as well as functional in vitro and in vivo
experiments are underway to better elucidate the mechanisms of action of these solutions

and compounds.
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Apresentacao:

Este terceiro capitulo traz avaliacdes a cerca dos possiveis mecanismos de agdo e de
algumas das substancias envolvidas na atividade antitumoral exibida pelo homogeneizado
de Aloe vera e mel e pelo extrato etandlico, através de comparacdes entre experimentos in
vivo e in vitro, além de andlises quantitativas do extrato de Aloe vera e mel através de
UPLC. O fato aparentemente paradoxal de que, in vitro, a atividade citotéxica do extrato
etanolico sobre as células tumorais é maior do que a provocada pelo homogeneizado de
Aloe vera e mel bruto, enquanto, os animais tratados com Aloe vera e mel apresentam
aumento do tempo de sobrevida e reducdo do tamanho tumoral mais proeminente do que o
observado para os animais tratados com o extrato etandlico, que apresentou valores
intermedidrios, pode ser devido a agdo diferencial do sistema imunoldgico. Andlises
subsequentes revelaram que tumores de animais tratados com o homogeneizado bruto de
Aloe vera e mel apresentavam aumento na infiltracdo de linfécitos Natural Killer, em
relacdo aos controles ndo tratados, € que os tumores de animais tratados com o extrato
etanolico apresentavam niveis de infiltracdo de células NK intermedidrios aos outros dois
grupos (ndo-tratado e tratado com Aloe vera e mel). Foi observado entdo, que durante o
processo de extracdo, houve queda na concentragdo de substincias imunomodulatérias
(mananas), o que resultou nas diferengas observadas em relacdo ao nivel de ativagdo da
resposta imune; e que os niveis de aloina, substincia com aclamada atividade
antiangiogénica, também descairam devido a extracdo, o que explica o fato de que tumores
de animais tratados com Aloe vera e mel sdo menos vascularizados do que os tratados com
a fragdo, que por sua vez sdo menos vascularizados do que os de animais ndo-tratados,
como relatado no capitulo anterior.

Esses resultadosapresentados como manuscrito intitulado “Aloe vera and honey
solution increases surveillance and decreases tumour size in vivo especially via
immunostimulatory effects”, também foram submetidos a periddico internacional

indexado para publicacdo.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Aloe vera and honey have been used in popular
medicine since ancient times, and both have demonstrated antitumour and cytotoxic
properties, which make them good candidates for complementary and alternative medicine
approaches. Materials and Methods: This work evaluated the benefit of Aloe vera and
honey solution and its ethanolic extract in vitro and in vivo. Three different cell lines (Vero,
Walker-256 and MCF-7) were treated with 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 and 50 uL/mL of Aloe
vera and honey solution or with ethanolic extract for 24, 48 and 72hs to assess the cell
viability. In parallel, Walker-256 tumour-bearing rats were gavaged daily with 670uL/Kg
of Aloe vera and honey solution (WA group) or with ethanolic extract diluted 1:1 in NaCl
0.9% solution (WE group) and compared with the group which received NaCl 0.9%
solution (W) for surveillance and NK cells infiltration in tumour tissue. Additionally, the
Aloe vera and honey solution and its ethanolic extract were both evaluated and compared
by UPLC-ESI-MS. Results: Aloe vera and honey solution reduced the cell viability at the
highest dose (S0uL/mL) after 48 or 72h, especially in Walker 256 tumour cells, but has no
effect in Vero cells. On the other hand, the ethanolic extract presented a more effective
cytotoxic/antiproliferative effect in tumour cells (MCF-7 and Walker-256), and a mild
effect in control cells (Vero). The in vivo results showed a significant increase in survival
rate in WA group, and, a tendency towards an increase in WE group. In addition, NK cells
infiltration in the tumour tissue was mostly absent in untreated rats (W), but quite high in
WA and moderate in WE group. These results are possibly due to the observed decrease in
the content of mannose-based immunomodulatory polysaccharides in the ethanolic extract
in comparison to the Aloe vera and honey solution. Aloin-a content also decreased during
the extraction process, which corroborates with previous findings showing WA tumours
were less vascularized than WE, and both less vascularized than the W ones. Conclusions:
Aloe vera and honey solution and the ethanolic extract were selectively cytotoxic for
tumour cells, and although the ethanolic extraction concentrated cytotoxic/antiproliferative
compounds, it decreased the immunomodulatory ones, as shown by greater survival rates

and NK infiltration in tumour tissue observed in vivo.
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Introduction

Cancer is a generic name for a group of over a hundred diseases defined by the
presence of highly proliferative abnormal cells that grow beyond their usual boundaries and
can invade adjacent tissues and spread to other organs, forming metastases (WHO, 2014).
Cancer is a result of a multistep process where the cells acquire some abilities summarized
as the cancer hallmarks: self-sufficiency in growth signals, apoptosis evasion, limitless
replication potential, sustained angiogenesis, tissue invasion and metastasis (Hanahan &
Weinberg, 2000). More recently, two additional hallmarks have been proposed: energy
metabolism reprogramming and immune evasion (Hanahan & Weinberg, 2011). Evidence
that the immune system could work as a significant barrier to tumour formation and
progression are increasing, so are the studies suggesting mechanisms by which cancer cells
can evade immune system attack (Hanahan & Weinberg, 2011). Supporting the idea of
antitumoral immune responses, it has been reported for certain types of cancer that patients
whose tumours are heavily infiltrated with Natural killer cells or CD8" cytotoxic T
lymphocytes have a better prognosis than those who lack such characteristics (Pages et al.,
2010).

Regarding to therapeutic strategies, although enormous progression has been
achieved in the last few decades, the occurrence of side effects still a big issue. Looking for
therapies with lower side effects, a crescent proportion of the population patronizes the
called "complementary and alternative medicine", which refers to diverse treatment
approaches, not an integral part of standard medicine, and that may include dietary
components, supplements, herbal preparations, naturally-derived products and even
lifestyle changes (Varker et al., 2012).

Both Aloe vera (Linne), and honey have a long history of popular and traditional
use. Aloe was represented as the “plant of Immortality” in 6000-year-old Egyptian stone
carvings, and notes of therapeutical use of Aloe can be found in the ancient Egyptian Book
of Remedies (Ulbricht ez al., 2008). Registers of the millenary therapeutical application of
honey by Egyptians, Greeks and Romans can be found in the Bible, Koran, Torah and
Talmud (Bardy et al., 2008).
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Aloe vera is one among approximately 420 species of the genus Aloe, believed to be
original from Sudan, it was subsequently disseminated in the Mediterranean area and other
warm regions worldwide, being introduced in Americas by the Spanish in the 16" Century
(Ulbricht et al., 2008; Foster et al., 2011).

Even though the medical use of Aloe vera and honey date back to ancient times, the
last decade has witnessed an expressive increase in the research regarding to their role in
the treatment of numerous diseases, due to their acclaimed antioxidant,
immunomodulatory, antiproliferative, antiangiogenic and anticancer properties (Harlev et
al., 2012; Othman 2012).

The association between Aloe vera and honey as a complementary treatment for
cancer is largely used in popular medicine. Although there are few studies investigating the
real benefits of this combination, promising results have emerged, but the exact compounds
and mechanisms involved in these anticancer responses still need to be elucidated (Lissoni
et al., 2009; Tomasin & Gomes-Marcondes 2011).

For these reasons, this work aimed to elucidate some mechanisms involved in Aloe vera

and honey combined anticancer activity, using in vitro and in vivo approaches.

Methods and materials
Aloe vera and honey solution and ethanolic extraction

The solution of Aloe vera and honey (A) was prepared using mature and healthy
Aloe vera leaves (500 g) collected from the greenhouse at the State University of
Campinas, SP, Brazil. The leaves were homogenised with wildflower honey (500 g,
Lambertucci Ltd., Rio Claro, Brazil) under aseptic conditions and the solution was
maintained in amber vials at 4°C (Zago, 2004).

The ethanolic extract (E) was obtained from the Aloe vera and honey solution
mentioned above (A) by suspending the Aloe vera and honey solution in 100% ethanol and
then filtering. The ethanol was subsequently removed in a rotaevaporator, resulting in a

50%yield in relation to the original solution (A).

In vitro assays
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In order to evaluate antiproliferative and cytotoxic effects of the Aloe vera and
honey solution (A) and ethanolic extract (E), this study utilized three cell lines: (1) Vero
cells, a fibroblastic lineage, were used as a control (non-malignant), (2) Walker-256
carcinosarcoma cells, originally a rat breast cancer cell line, and (3) MCF-7 cells, a human
breast cancer cell line.

Vero and MCF-7 cells, obtained from the Adolfo Lutz Institute (Sao Paulo, Brazil),
were maintained in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma) supplemented
with 5% of foetal bovine serum (Sigma Aldrich, St Louis, USA) and 1%
penicillin/streptomycin (Sigma Aldrich, St Louis, USA). Walker 256 cells were isolated
from ascitic tumours, and grown in 199 medium supplemented with 10% of foetal bovine
serum (Sigma Aldrich, St Louis, USA) and 1% penicillin/streptomycin (Sigma Aldrich, St
Louis, USA). All the cells were maintained at 37°C in a humidified 5% CO> atmosphere.

Vero, MCF-7 and Walker-256 cells were seeded in 96-well plates (1.5x10*
cells/well). In the following day, the cells were treated either with the Aloe vera and honey
solution or with the ethanolic extract (0, 1, 5, 10, 15, 20, 25 and 50 uL/mL). The cells were
maintained under treatment for 24, 48 or 72h. Cell viability was assessed using the crystal
violet method described by Murakami et al. (1998). The absorbance was measured at 540
nm in a microplate reader (Luminometer Fluorimeter Photometer Fusion™, Universal
Microplate Analyser, Packard Bioscience Company, Meriden, USA). All assays were

performed in quintuplicates in three independent experiments.

Animal experimental procedures

Adult male Wistar rats received subcutaneous tumour implants (5x10° viable
Walker-256 tumour cells/inoculation) and were distributed into groups as follows,
according to the treatment received: W, tumour-bearing rats gavaged daily with 670 uL/kg
of a 0.9% NaCl solution; WA, tumour-bearing rats treated with 670 pL/kg of the solution
of Aloe vera and honey (A) by gavage daily; WE, tumour-bearing rats treated with 670
uL/kg of the Aloe vera and honey solution’s ethanolic fraction (E), diluted 1:1 v/v with a
0.9% NaCl solution, by gavage daily.
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The animals were kept in an acclimatized room with a 12-hour light and 12-hour
dark cycle with free access to drinking water and commercially available chow.

A surveillance experiment was conducted with at least 10 rats of each group (W,
WA and WE). The animals were treated as described above and the deaths were recorded in
a period of 50 days.

In another experiment, non-treated (W, n=10), Aloe vera and honey solution treated
(WA, n=10) and ethanolic extract treated rats (WE, n=10) were sacrificed 21 days after
tumour implant, the primary tumour were resected, weighted, and collected for further
analysis.

The general guidelines of the United Kingdom Coordinating Committee on Cancer
Research for animal welfare were followed (Vale et al., 2005), and all experimental
protocols were approved by the Institutional Committee for Ethics in Animal Research

(CEEA.IB/UNICAMP, protocol # 1400-1 and #2537-1).

Polysaccharides hydrolysis
In order to compare the mannan content in the Aloe vera and honey solution (A) and
in its ethanolic extract (E), the samples were subjected to an acid hydrolysis, for further
mannose quantification (modified from Ni et al., 2004). Briefly, the samples (A and E)
were hydrolysed with 2N trifluoroacetic acid (dilution 1:10) at 100°C for 5h and then, these

samples were used for mannose quantification by UPLC as described below.

UPLC-ESI-MS analysis
The chromatographic analysis of the samples (Img/mL) was performed on an
Acquity UPLC coupled with an Acquity TQD mass spectrometer (Micromass-Waters
Manchester, England), with ESI source.
For mannose identification and quantification, we used the hydrolysed samples (as
described in the section above), while for aloin-A and aloe-emodin, the samples used were
the Aloe vera and honey solution (A) or the ethanolic extract of the Aloe vera and honey

solution (E) without prior treatment.
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The mannose contents were identified and quantified using an Acquity Amide BEH
column (2.1mm x 50 mm x 1.7 pm particle size). Solvent A was deionized water with 0.1%
NH4OH and solvent B was acetonitrile with 0.1% NH4OH. The flow rate was 0.170 ml/min
and a volume of 5 pl of the samples was injected. The elution gradient began with 80%
solvent B changing to 65% B by 5 min, this was maintained until 5.5 min, then returned to
the initial condition and stabilized up to 10 min. ESI negative mode detection with the
following conditions: Capillary- 3.00 kV, Cone -30.00 V, Source temperature 135°C,
desolvation Temperature 350°C, the range of mass analyzed was between 100 and 400 m/z.
Mannose contents were quantified against an external calibration curve of concentrations
between 0.5 and 50 ug/mL (R?=0.993).

The aloin A contents were analyzed using an Acquity C18 BEH column (2.1mm x
50 mm x 1.7 pm particle size). Solvent A was mili-Q and solvent B was methanol. The
flow rate was 0.200 ml/min and a volume of 5 pl of the samples were injected. The elution
gradient began with 5% solvent B changing to 100% B by 9 min, this was maintained until
9.5 min, then returned to the initial condition and stabilized up to 12 min. ESI negative
mode detection with the following conditions: Capillary -3.00 kV, Cone -30.00 V, Source
temperature 135°C, desolvation Temperature 350°C, the range of mass analyzed was
between 100 and 700 m/z. MS/MS of selected ions was carried out using a collision energy

of -25V. Aloin A was identified by comparison with a standard (R?>=0.9931).

Immunofluorescence

Once the tumour weights were determined, appropriately-sized samples were fixed
in a 4% para-formaldehyde solution for 24 hours and then buried in paraffin blocks
following routine procedures. Tissue cross sections (5 um) taken from these blocks were
mounted on poly-L-lysine-coated slides, de-paraffinised, rehydrated through a series of
incubations from alcohol to distilled water and microwaved on high for 10 min in 0.01N
sodium citrate buffer, pH 6.4. Following incubation with blocking buffer (Bovine Serum
Albumin 1% PBS-T), the NK cell marker primary antibody (sc59340, Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) was applied at Manufacture’s recommended

dilution (1:10, in blocking buffer). In parallel, negative controls for each section were
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incubated with anti-rabbit IgG (1:2000, in blocking buffer). The slices were incubated at
4°C in a humidified chamber overnight. Following multiple washes in PBS, the sections
were incubated with appropriated Texas-Red conjugated secondary antibody (sc2781,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) at a dilution of 1:100 in PBS, for
60 minutes at room temperature. 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (1pg/mL) was used
as counterstaining. Visualisation and documentation were accomplished with a LEICA
microscope supporting a video camera (LEICA DMI6000B, software LAS (Leica
Application Suite) for Windows). For each tumour section, three random fields
(approximately 7.2 x 10* um? each) were scored for NK cells presence: (-) no infiltration,
(+) low infiltration, (++) moderate infiltration, (+++) high infiltration and (++++) very high

infiltration.

Statistics

The results are expressed as the mean =+ the standard error of the mean (SEM). The
comparisons between the groups were performed using one-way ANOVA followed by the
Bonferroni test. When necessary, further analyses between selected groups were performed
using unpaired T-tests. P-values < 0.05 were considered to be statistically significant. For
the survival test, analysis between the WA versus W group, and WE versus W group were
performed by using the Kaplan-Meier method and statistically evaluated by the log-rank
test. Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism software (v3.00 for

Windows 98, USA) (Gad & Weil, 1994).

Results and discussion

The survival experiment results are compiled and presented in Figure 1. Walker 256
tumour bearing rats treated with the Aloe vera and honey solution (WA) survived
significantly longer than untreated rats (W). Concurrently, rats treated with the ethanolic
extract (WE) tended to survive longer than untreated rats (W), but the difference was not
significant (Figure 1A). After 43 days of tumour growth, when the surveillance for
untreated rats (W) reached to zero, the percentage of animals which stilled alive were 48%

for the WA group and 30% for the WE group.
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Moreover, some of our previous experiments, where all tumour-bearing rats were
culled at the same time point after tumour induction (21 days), had shown WA tumours
were significantly smaller than tumours from untreated rats (W), and that WE tumours
generally were bigger than WA tumours, and smaller than W ones, but the difference was
not significant (Tomasin et al., 2014).

Based on these two results (surveillance and tumour growth), we suggested that WA
rats had significant benefits when compared to W rats, and WE rats had moderated effects
between those two groups.

It is possible the combination of Aloe vera and honey led a synergic action of some
compounds. In fact, an independent in vivo surveillance experiment revealed that Walker
256 tumour-bearing rats treated only with Aloe vera or with honey have no improvement in
survival time (Figure 1B), suggesting either a cooperative activity of Aloe vera and honey
substances, or a more effective absorption of the active principles when Aloe vera and

honey are administered in combination.
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Figure 1. Survival Curve of Walker 256 tumour-bearing rats under different treatments (%). A. W=untreated
rats, WA=rats treated with Aloe vera and honey solution, WE=rats treated with ethanolic extract of the Aloe
vera and honey solution. B. W=untreated rats, WH=rats treated with 335uL/kg honey, WAv= rats treated
with 335uL/kg Aloe vera *p<0,05 in comparison to untreated rats (W).

Prior experiments conducted by us and by others have demonstrated Aloe vera,
honey and some of their compounds decrease tumour growth (Swellam et al., 2003;
Tomasin & Gomes Marcondes, 2011) and improve survival in vivo for animal models
(Singh & Surendra, 2013) and for humans in combination with conventional chemotherapy
(Lissoni et al., 2009).

Paradoxically, the in vitro cell viability assays (Figure 2) have shown that the
treatment with Aloe vera and honey solution had a mild effect on cell viability only at the
highest dose (50 uL/mL) after 48 or 72h, especially in Walker 256 tumour cells, but never
in Vero cells (fibroblasts), whose viability was always about 100% (Figure 2: A, C and E).
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Figure 2. Cell viability after treatment with Aloe vera and honey solution (A) or Ethanolic extract (E) in three
different cell lines, at three different time points. A: Cells treated with A for 24h , B: Cells treated with E for
24h, C: Cells treated with A for 48h, D: Cells treated with E for 48h, E: Cells treated with A for 72h, F: Cells

treated with E for 72h. Legend:

cells. *p<0,05 in comparison to Vero cells.
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On the other hand, the treatment with the ethanolic extract of the Aloe vera and
honey solution presented a more effective cytotoxic/antiproliferative effect in tumour cells
(MCF-7 and Walker-256), and a very mild effect in fibroblastic cells (Vero), particularly
after 48 and 72h of treatment (Figure 2: B, D and F). At these times, while both tumour
cells lineages presented an average of 50-35% of viable cells for the highest dose; for Vero
cells, the cell viability was never lower than 85% at the same times and doses.

Considering that one of the greatest challenges in cancer therapy is inducing tumour
cell death without causing any harm to the host’s normal cells, the difference in
cytotoxicity observed between fibroblastic and tumour cells under Aloe vera and honey
solution treatment, and especially under treatment with Aloe vera and honey solution
ethanolic extract, are promising. Selective effects in cancer and normal cells have been
reported before for honey and some Aloe vera compounds (Lin et al., 2010; Jubri et al.,
2012).

Based on the in vitro and in vivo results, a question remains: how could something
which was not active or showed low activity in vitro present such a dramatic result in vivo?

The first hypothesis was that some of the results observed for the Aloe vera and
honey solution in vivo were indirect, possibly due to stimulation of the immune system.
Thus, the difference observed between WA and WE tumours would be, at least partially,
due to a decrease in immunostimulatory substances due to the extraction process. This
effect could not be observed in our in vitro cell viability assay, once there were no immune
cells involved.

Aloe vera 1s known to contain substances exhibiting immunomodulatory activity
(Reynolds & Dweck, 1999; Choi & Chung, 2003). Among these substances, the most
abundant is a mixture of B-(1,4)-linked acetylated mannan polymers of variable length,
collectively named acemannan, present in the gel (Manna & McAnalley, 1993).

Regarding cytotoxicity, most of the studies involving Aloe compounds focuses on
the anthraquinones, aloe-emodin, and its glicosilated forms aloin A and B. However,
several other substances have been reported to have cytotoxic anticancer properties and
there are evidences of a synergic action of some of these compounds (Reynolds & Dweck,

1999; Akev et al., 2007; Kametani et al., 2007).
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Concurrently, honey consumption is also linked to immune system boosting
(Othman, 2012), anticancer and antitumor effects in breast, cervical, oral and bone cancer
cell lines in vitro (Ghashm et al., 2010; Fauzi et al., 2011) and in bladder cancer in vitro
and in vivo (Swellam et al., 2003). These effects are attributed to the flavonoids and
phenolic acids contained in honey, known to have antioxidant and antiproliferative effects
(Jaganathan & Mandal, 2009; Othman, 2012).

Aiming to elucidate the major differences on the composition of the Aloe vera and
honey solution and its ethanolic extract, to better understand the observed results in vitro
and in vivo, we performed a UPLC analysis, focusing in some immunomodulatory and
cytotoxic substances.

In both the Aloe vera and honey solution and ethanolic extract, the aglycone
anthraquinone, aloe-emodin was not detected. However its glicosilated form, aloin A, was
found in both (Figure 3). Furthermore aloin A levels decreased during the ethanolic
extraction; the ethanolic extract presented just about a third of the total aloin-a found in the

crude Aloe vera and honey solution (A).
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Figure 3. UPLC-ESI-MS analysis for Aloin-A (ACN 50%). A-C: Retention time for Aloin-A. A: Standard
(Aloin-A), B: Aloe vera and honey solution, C: Ethanolic Extract. C-E: m/z Fragmentation. C: Standard
(Aloin-A), D: Aloe vera and honey solution, E: Ethanolic Extract.

The analysis revealed the aloin-a content in the Aloe vera and honey solution was
282,69ug/mL, while in the ethanolic extract was decrease to 97,32ug/mL. In this way, the
highest dose of aloin used for our in vitro assays was around 14ug/mL, corresponding to
34uM (treatment with S0uL/mL of the Aloe vera and honey solution). This dose is at least
five times lower than the aloin needed for moderate cytotoxic effects reported in several
cancer cell lines, such as colorectal, breast, melanoma and uterine lineages (Esmat et al.,
2006; Niciforovi¢ et al., 2007; Pan et al., 2013; Tabolacci et al., 2013).

All together, aloin A was not the only compound responsible for the cytotoxic

effects of the treatments with Aloe vera and honey solution (A) and ethanolic fraction (E)
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on MCF-7 and Walker-256 tumour cells in our in vitro assays. Both Aloe vera and honey
are reported to contain several other substances, not evaluated in the present work, which
have antiproliferative and cytotoxic effects (Jaganathan & Mandal 2009; Harlev et al.,
2012). Besides, as mentioned previously, a synergic action cannot be discarded (Swellan et
al., 2003; Kametani et al., 2007; Hamman 2008). Additionally, these active substances
might be twice as concentrated in the ethanolic extract in comparison to the crude Aloe vera
and honey solution, as we have obtained 50% ethanolic extract yield from crude solution,
resulting in higher cytotoxic effect, especially at high extract doses (25-50 pL) in 48 and
72h exposure (Figure 2: B, D and F).

It was also reported aloin has antiangiogenic effects on endothelial cells in vitro,
and decreased tumour size and angiogenesis in mice (Pan et al., 2013). This data supports
our previous findings regarding to tumour vascularization, which revealed that WA
tumours were less vascularized than WE tumours, which were less vascularized than the W
tumour (Tomasin et al., 2014). Once the WE group received the ethanolic extract diluted
1:1 in saline solution, these animals received around six times less aloin than the WA group
received, which could be, at least in part, a reason for a most prominent inhibition of
tumour vascularization in WA group in comparison to WE group.

In this work, the mannose levels were used as an indicative of the mannan
polysaccharides content in the samples. Once acemannan is the major carbohydrate
fraction of Aloe plants (Lee et al., 2001; Harlev et al., 2012) and that mannose corresponds
to higher than 90% of its composition (Lee et al., 2001; Talmadge et al., 2004),
presumably, the observed amounts of mannose are closely related to the acemannan
content. The obtained results for the mannose content revealed although it is present in both
samples (Figure 4), the Aloe vera and honey solution (A) presented a total of
128,39mg/mL, while the ethanolic extract analysis revealed a total of 98,77mg/mL, thus, a

decrease of about 25%.
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Figure 4. UPLC-ESI-MS analysis for mannose (ACN 50%). A-C: Retention time for mannose. A: Standard
(mannose 1mg), B: Hydrolysed Aloe vera and honey solution, C: Hydrolysed Ethanolic Extract. C-E: m/z
Fragmentation. C: Standard (mannose 1mg), D: Hydrolysed Aloe vera and honey solution, E: Hydrolysed
Ethanolic Extract.
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The lower mannose levels observed in the hydrolysed ethanolic extract (measured
by UPLC-MS) in comparison to the hydrolysed Aloe vera and honey solution are consistent
with the fact that mannan precipitates in ethanol (Ni et al., 2004).

Experiments have demonstrated acemannan can reduce tumour size and burden and
prolong the survival in experimental models (Harris et al., 1991; Peng et al., 1991; King et
al., 1995; Harlev et al., 2012), which has been associated with its immunestimulatory
attributes, including macrophages and dendritic cells activation, as observed in vitro (Zhang
& Tizard, 1996; Lee et al., 2001; Boudreau & Beland, 2006).

The contribution of additional immunomodulatory polysaccharides (other than
acemannan) reported to be found in much lower amounts in Aloe plants, which also have
mannose in their chains (Pugh er al., 2001; Im et al., 2005), cannot be discarded as
contributors for the effects (increased survival rate and decreased tumour mass) observed in
this work in vivo.

Thus, the presence of acemannan and other mannose-based immunomodulatory
polysaccharides in the Aloe vera and honey solution (A), and, in lower amounts in the
ethanolic extract (E), might be a key contributor for the antitumour activity observed in
vivo. The mannose content received by Aloe vera and honey solution treated rats (WA
group) was about 2.5-fold higher than the amount received by the ethanolic extract treated
rats (WE group,). As mentioned previously, the mannose content was used as an indicative
of the relative amounts of known immunomodulatory polysaccharides contained in Aloe
vera. Therefore, the higher levels of these substances administered for the WA group in
comparison to the WE group could evoke a greater activation of immune responses in the
host, leading to the difference in tumour size (W > WE > WA) and survival (W < WE <
WA) observed (data presented by Tomasin et al., 2014).

To address whether rats from the three different groups were, in fact, under distinct
antitumor immunological response, we evaluated the levels of natural-killer (NK) cells

infiltration in the tumour tissue of W, WA and WE groups (Figure 5).
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Figure 5. Infiltration of Natural killer (NK) cells in tumour tissue. A, B and C: Untreated rats (W); A=DAPI,
B=NK cell marker primary antibody + Texas Red secondary antibody, C=Merge. D, E and F: Aloe vera and
honey solution treated rats (WA); D= DAPI, E=NK cell marker primary antibody + Texas Red secondary
antibody, F=Merge; G, H and I: Ethanolic extract treated rats (WE); G= DAPI, H= NK cell marker primary
antibody + Texas Red secondary antibody, I=Merge. Magnification=400x.

The role of natural killer cells in cancer therapy has been extensively studied, once
NK cells promote tumour cells lysis, and also trigger an adaptive T cell-mediated
antitumor immunity (Wallace & Smyth, 2005).

Indeed, the NK cells infiltration in the tumour tissue of untreated rats (W) was
mostly absent (80% of the fields) or, when present, was very low (20% of the fields). A
representative example is shown in Figure 5 A-C.
On the other hand, for WA tumours, 70% of the fields were scored as highly or very highly
infiltrated by NK cells, and the remaining 30% were scored as moderately infiltrated. No
fields were found presenting very low or no NK cell infiltration. A representative example
is shown in Figure 5 D-F.

As expected, WE tumours had a higher percentage of NK cell infiltration than W

tumours, but lower than WA tumours. All fields analysed for WE tumours were scored
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between low to high infiltration. These data are consistent with the fact that the ethanolic
extract of Aloe vera and honey solution contained less immunomodulatory substances
(acemannan) than the crude Aloe vera and honey solution. A representative example is
shown in Figure 5 G-I.

The greater infiltration of NK cells observed in WA tumours tissues, in comparison
to both WE and W groups, is consistent with the fact these animals received a higher
amount of immunomodulatory polysaccharides (WE group received about 40% of the
amount received by WA, and W group received none). At this point should be necessary
more stuties to clarify whether the higher NK cells presence in the tumour, trigged by
immunoestumulatory substances contained in the Aloe vera and honey solution and in its
ethanolic extract, is a result of direct NK cells stimulation and/or recruitment or whether is
due to activation of other immune cells that can activate NK lymphocytes.

As mentioned earlier, acemannan and other polysaccharides from Aloe vera are
claimed to induce macrophages and dendritic cells activation (Zhang & Tizard, 1996; Lee
et al.,2001; Pugh et al., 2001; Boudreau & Beland, 2006). Both macrophages and dendritic
cells are antigen-presenting cells, so, they can activate the innate immune system, which
later can lead to adaptive immunity (Fearon & Locksley, 1996; Stein-Streilein et al., 2000;
Liu et al., 2008). Crosstalk between macrophages/dendritic cells and NK cells, involving
both direct cell-to-cell contact and soluble cytokines, resulting in NK cell activation, has
been extensively documented (Stein-Streilein et al., 2000; Degli-Esposti & Smyth 2005;
Moretta 2005; Walzer et al., 2005; Liu et al., 2008).

A study in which patients with metastatic cancer were treated with conventional
chemotherapy plus Aloe and honey oral administration revealed an improvement in
survival, tumour regression rate and circulating lymphocytes than those patients who
received no complementary therapy, giving further evidence that this treatment could bring
benefits for cancer patients by immunomodulatory antitumor effects (Lissoni et al., 2009).

Altogether, our data regarding to the in vitro and in vivo experiments, as well as the
analyses of the Aloe vera and honey solution and its ethanolic fraction composition

suggests that, in this experimental cachexia tumour model, the antitumoral effects observed
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were a result of several events, including cytotoxic/anti-angiogenic activity,

immunomodulation and synergism among Aloe vera and honey components.

Conclusions

Summarizing, both Aloe vera and honey solution and especially its ethanolic extract
were in general more cytotoxic for tumour cells in comparison to fibroblastic cells in vitro.
These results are probably generated by the concentration and synergic action of some Aloe
and honey substances, other than aloin A and aloe-emodin, which still have to be
determined. Regarding to the results in vivo, the increased survival rates and decreased
primary tumour size observed in Aloe vera and honey solution treated rats (WA) in
comparison to untreated rats (W), were, at least partially, due to Aloe polysaccharides’
immunostimulatory activity. This fact wasevidenced by the greater NK cell infiltration in
WA group, also supported by the fact that the ethanolic extract treated group (WE), which
presented intermediate values for survival, tumour size and NK cells infiltration, received a
lower amount of mannose-rich polysaccharides, depleted during the extraction process. The
elucidation of the major cytotoxic compounds concentrated in the ethanolic extract of the
Aloe vera and honey solution, as well as, a therapeutic combination of these compounds
with the Aloe vera immunomodulatory polysaccharides are key points for the optimization

of the Aloe vera and honey anticancer potential.
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“Screen in vivo para Identificacao de Genes Supressores de

Metastase”



130



131

Apresentacao

Esse quarto capitulo compreende o trabalho desenvolvido no Laboratério de Metéstase
— Peter MacCallum Cancer Institute, Melbourne, Australia.Trata-se de um screen in vivo,
utilizando-se shRNAs para identificacdo de genes reguladores de metdstase em cancer de
mama. Foram empregadas técnicas de biologia molecular, genética e modelos animais,
criando um dos tnicos trabalhos onde a procura por genes reguladores de metdstase € feita
in vivo e nao in vitro, sendo bastante interessante, uma vez que o ambiente in vivo € muito
mais complexo e completo do que o ambiente in vitro para o estudo do processo
metastatico como um todo.

Como ja mencionado, as metdstases constituem a maior ameaga a vida do paciente com
cancer e os conhecimentos acerca da regulacdo deste processo ainda sdo pouco elucidados,
dificultando tanto a eficiéncia progndstica, quanto o surgimento de terapias eficientes.

Neste trabalho, identificacdo de possiveis genes supressores de metdstase foi feita
através de screen funcional in vivo empregando-se biblioteca lentiviral de shRNA em
cancer de mama triplo negativo derivado do modelo 4T1. A partir desta abordagem, foram
identificados dezenas de candidatos a genes supressores de metdstase. Dentre eles, Mnatl,
Sndl1, Cul5, Gabbrl, Rorb, Adk, Ccnd3, Gdnf, Nrldl, Ptprs e Ltah4 sdo os genes-
candidatos de maior confiabilidade por cumprirem um ou mais dos seguintes requisitos: (a)
diminui¢do significativa do nivel de DNA e RNA em canceres de mama humanos
agressivos, sendo assim relacionados a pior prognostico, (b) papel biolégico sugestivo, (c)
fenétipo marcante durante o screen ou ainda (d) decréscimo significativo na expressdo em

linhagens de cancer de mama mais agressivas. Estes genes-candidatos devem ainda ser

submetidos a experimentos de validacao.
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RESUMO

Quando diagnosticado precocemente, o cAncer de mama pode ser tratado com alto grau de
sucesso. Entretanto, uma vez que a doenca atinge o estdgio metastitico, € o cancer atinge
orgdos distantes, tais como pulmdes e 0ssos, 0s tratamentos sdo extremamente limitados e o
progndstico € muito ruim. Através da identificacdo de genes que controlam a metéstase,
seria possivel predizer os pacientes cuja doenca é mais provavel de espalhar, bem como
criaria a oportunidade para o desenvolvimento de terapias mais eficientes. Usando uma
biblioteca lentiviral de shRNA, nds iniciamos um screen funcional in vivo para identificar
genes cuja reducdo nos niveis de expressdo, em linhagens celulares pouco ou nao
metastdticas de cancer mamaério murino (66cl4ch14 e 67NRchl, respectivamente), levaria a
formacdo de metéstases espontaneas. Apds cinco screens usando quatro de dez subpools
contidos nesta biblioteca, n6és encontramos 90 metdstases ndo usuais em Orgdos como
0ssos, cérebro, pulmdes, figado, ovario, coragdo musculo esquelético, rim, linfonodos,
glandula mamaria contralateral e glandula adrenal. Duzias de potenciais candidatos a genes
supressores de metéstase foram identificados através de sequenciamento convencional e de
proxima geracdo. Entre eles, Stambpll, Mnatl, Sndl, Cul5, Gabbrl, Rorb, Adk, Ccnd3,
Gdnf, Nrldl, Ptprs e Ltah4 sdo os principais candidatos para investigacOes adicionais. Os
candidatos a genes supressores de metdstase mencionados: (1) estdo significativamente
diminuidos ao nivel de DNA ou RNA em carcinomas mamarios agressivos versus tecido
mamadrio normal (em humanos), e/ou sua subexpressdo estd associada a pior progndstico
em cancer de mama (Oncomine) ou (2) t€m papel bioldgico sugestivo, apresentaram
fendtipo marcante durante o screen, ou ainda estdo menos expressos em linhagens de
cancer de mama mais agressivas. Estes candidatos estdo agora sob andlises adicionais para

valida¢do como genes supressores de metastase bona fide.



136

INTRODUCAO

Apesar dos avancos em diagndstico, técnicas cirtrgicas, terapias sistémicas e
cuidados com o paciente, a maior causa de morte em pacientes com cancer de mama sao as
metastases resistentes a terapia.

Aproximadamente 20% das pessoas diagnosticadas com cancer de mama, o que
soma cerca de 280 mil mulheres por ano (WHO [1]), evoluirdo para doenca metastatica,
para a qual poucas terapias curativas existem. Isto é especialmente verdade para o subtipo
de cancer de mama triplo-negativo (ER-/PR-/Her2-), onde existe uma falta de terapias
eficazes.

Uma fracdo significativa dos pacientes com cancer tem tumores disseminados
ocultos na ocasidao do diagndstico primdrio, e estes eventualmente progridem para lesoes
clinicamente detectdveis. Metdstases de cancer de mama apresentam forte atracdo por
0ssos, levando a uma série de complicacdes que incluem dor intratdvel, compressdo da
medula espinhal, fraturas e hipercalcemia [2]. Metastases em linfonodos, pulmdes e figado
também sdao comuns, sendo as metdstases cerebrais eventos tardios. Pesquisadores tém
estudado o fendmeno da metdstase por mais de 100 anos, no entanto, os mecanismos pelos
quais c€lulas metastéticas deixam o tumor primério, € a as razoes pelas quais determinados
tipos de tumor tendem a metastizar para 6rgaos distintos, continuam pouco compreendidos.

Projetos Genoma do céincer tém revelado varias alteracdes genéticas e epigenéticas
correlacionadas ao crescimento e progressao tumoral. Embora um ndmero consideravel de
genes reguladores de metdstase ja tenha sido identificado, apenas poucos deles sdo genes
supressores de metéstase, uma vez que estes sdo mais dificeis de identificar do que genes
promotores de metdstase [3]. Contudo, existem relatos de que a restauragdo do padrao de
expressdo de um unico gene supressor de metdstase reduz significativamente a carga
metastatica em modelos pré-clinicos. Alguns exemplos incluem BRMS1 [4], RKIP [5],
KiSS-1 [6], Irf7 (Slaney, Anderson, Parker, Nature Medicine, sob revisdo) e BMP4
(Eckhardt, Anderson, manuscrito em preparacdo). Sob esta perspectiva, a identificacdo e
compreensdo da biologia de genes supressores de metdstase relevantes pode criar
importantes oportunidades terapéuticas.

Screens através de RNA interférencia
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Extensivos estudos genéticos e epigenéticos ja conduzidos geraram listas de genes
alterados no cancer e na metdstase. Estas andlises tém sido extremamente valiosas,
contribuindo para a identificacdo de vias e de genes que sdo atipicos no cancer, no entanto,
ndo implicam na caracterizacdo dos genes individualmente responsdveis pelo
comportamento aberrante. A identificacdo de genes que regulam a metdstase € requerida
para o desenvolvimento de terapias mais efetivas contra o cincer de mama em estigio
avancado.

Através da introducdo de pools de RNAs em grampo (shRNAs) nas células,
algumas espécies de shRNA, que tem como alvo genes essenciais para o processo sob
estudo, tornar-se-d0 aumentadas ou diminuidas. A partir da amplificacio por PCR e
sequenciamento de proxima geracdo, alteracdes na representacdo de sequencias de shRNA
relevantes, entre a populacdo inicial e a recuperada, revelaria genes essenciais para o
processo em questdo. Exemplos incluem screens para genes envolvidos na proliferacdo de
células tumorais [7], células de cincer de mama CD44*CD24~ com caracteristicas de
células-tronco [8], reguladores da telomerase [9] ou do p53 [10]. Um screen com RNAs de
interferéncia pequenos (siRNA) in vitro, conduzido por Simpson e colaboradores
identificou novos reguladores positivos e negativos da motilidade celular, que foram
validados utilizando-se ShARNAs em ensaios de invasdo 3D [11].

De fato, a maioria dos screens com shRNA reportados até a presente data utilizaram
células cancerosas em cultura. Embora estes estudos tenham agregado informacdes
importantes [12], screens utilizado células em seu contexto apropriado in vivo, tem
probabilidades muito maiores de identificar genes envolvidos em processos como
crescimento tumoral e metédstase, que tem forte dependéncia do microambiente tumoral.

Alguns screens in vivo para avaliagdo do crescimento tumoral foram publicados,
incluindo a identificacdo da fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH) como promotor do
crescimento de tumores de mama da linhagem MCF10DCIS [13] e a identificacdo de
diversos genes supressores de tumor em linfoma murino [14]. Com relagdo a mestastase,
Gobeil e colaboradores infectaram células de melanoma murino B16-FO com subpools de
uma biblioteca de shRNA e selecionaram os genes que conduziram a formagao de coldnias

satélites em matriz 3D [15]. O sequenciamento dos insertos de shRNA, isolados do DNA
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oriundo destas colOnias satélites, levou a identificacio de 22 genes, os quais
subsequentemente demonstraram capacidade de suprimir o desenvolvimento de metéstases
sem influenciar o crescimento do tumor primdrio. Em outro estudo, Gumireddy e
colaboradores utilizaram uma biblioteca de shRNA para infectar células da linhagem de
cancer mamario murino 168FARN, e procuraram por metédstases pilmonares apds o
implante destas células, normalmente ndo metastiticas, na glandula mamadria de cinco
camundongas [16]. Os autores identificaram o regulador de transcri¢do KLF17 como sendo
um regulador negativo da transicdo epitélio-mesenquimal e um inibidor de metéstases
pulmonares.

Neste trabalho, as andlises foram estendidas para metédstases de multiplos 6rgdos
além dos pulmdes. Utilizando o modelo de cincer mamario triplo negativo desenvolvido
pelo grupo de pesquisa em Metastase - Peter MacCallum Cancer Institute,
Melbourne/Austrédlia, ndés conduzimos um screen com shRNA que permite que a
identificacdo do gene e a elucidacdo de sua funcdo na metdstase sejam determinadas no
mesmo experimento. Assim, o maior proposito deste trabalho foi identificar genes
supressores de metdstase em cincer de mama, cuja reducdo levaria a metastase, através de
um screen funcional in vivo utilizando uma biblioteca de shRNA lentiviral. A identificacao
de proteinas que regulam a metdstase em cancer de mama, especialmente no subtipo triplo
negativo, oferece potencial para o desenvolvimento de novas terapias-alvo para pacientes

com cancer de mama avancado, que atualmente tem prognostico muito ruim.

MATERIAIS E METODOS

A biblioteca lentiviral
N6s utilizamos uma biblioteca lentiviral de shRNA disponivel comercialmente:
Sigma MISSION TRC LentiPlex shRNA library [17]. Esta biblioteca, criada através de
algoritmos desenvolvidos pelo Broad Institute do Massachussets Institute of Technology
(MIT) e pela Universidade de Harvard, contém mais de 80.000 tipos de shRNAs em
particulas lentivirais, que tem como alvo mais de 15.000 genes de camundongo. Em média,
existem cinco sequencias de shRNA diferentes para cada gene-alvo. A biblioteca ¢

subdividida em dez subpools para reduzir a complexidade, sendo assim, cada um dos
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subpools contém cerca de 8.000 sequencias de shRNA, cobrindo aproximadamente 1.500
genes. O vetor (pLKO.1) ndo induz a liberac@o de interferon, e, entre outras caracteristicas,

contém o gene de resisténcia a puromicina, para sele¢cdo em células eucariéticas (Figura 1).
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Figura 1. Mapa e caracteristicas do Vetor pLKO.1.

Linhagens celulares
Uma série de linhagens celulares singénicas de tumores triplo negativo, com um
espectro de fendtipos metastaticos, foram isoladas a partir de um tumor de mama
espontaneo em camundonga Balb/c. Quando injetadas na glandula mamaria de fémeas
Balb/c, estas linhagens tumorais apresentam fenétipos muito variados, que vao desde o
nao-metastitico ao altamente metastdtico, passando por diversos graus na capacidade de
produzir metéstases espontaneas para multiplos 6rgdos, incluindo pulmdes e ossos (Figura
2).
Todas as linhagens mencionadas expressam mCherry, o que permite a facil distin¢do e
separacdo das células tumorais das demais células através de citometria de fluxo (FACS),

ou ainda a deteccdo da presenga de células tumorais nos tecidos do hospedeiro através de
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fluorescéncia ex-vivo (para macrometéstases) ou através da deteccdo das sequencias de
mCherry, presentes no DNA gendmico apenas das células tumorais, através de qPCR (para

macro € micrometastases).

L 4

* Metdstases cerebrais

Figure 2. Organotropismo dos clones singé€nicos com mCherry. Os nddulos metastiticos observados
(linfonodos, pulmdes, coragdo, costelas, figado, rim, coluna vertebral e fémur) foram encontradas em fémeas
Balb/C injetadas com 103 células tumorais na glindula mamadria, que tiveram seus tumores primarios
cirurgicamente removidos com 0.5g, e que foram sacrificadas entre 12-14 dias apés a cirurgia. Circulos vazios
simbolizam baixo potencial metastitico, enquanto circulos preenchidos, e a coloragdo progressivamente mais
escura, significam alto potencial metastatico.

Para a realizacdo dos screens in vivo, com a biblioteca Sigma MISSION TRC
LentiPlex shRNA, tendo como objetivo a identificacdo de genes supressores de metastase,
noés utilizamos uma linhagem pouco metastitica ou a linhagem ndo-metastética (66cl4ch14
e 67NRchl, respectivamente). Através desta estratégia, se um gene supressor de metastase
for nocauteado, nds poderiamos observar um aumento na carga metastitica do animal.

Todos os clones celulares singénicos cresceram em Alpha-MEM 5% SFB e 1%

Penicillina/Streptomicina a 37°C em 5% COs,.
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Plano de Pesquisa

Nos utilizamos a biblioteca de shRNA lentiviral mencionada (Sigma MISSION
TRC LentiPlex shRNA library) para reduzir a expressdo individual de genes em células
67NRchl1 ou 66¢l4ch14 — linhagens celulares tumorais com nenhuma ou com pouquissima
capacidade metastitica em camundongos. Assumindo que o potencial metastatico total
destas células estd bloqueado pela expressdo de genes supressores de metdstase, € que
através do silenciamento destes genes, usando RNA de interferéncia, a célula seria entio
capaz de estabelecer tumores em sitios secundédrios em camundongas Balb/C, seria possivel
realizar um screen in vivo em busca de genes supressores de metastase.

Basicamente, as células foram infectadas com subpools da biblioteca (Tabela 1), de
modo que, idealmente, cada célula tumoral carregasse um tnico inserto lentiviral, e assim,
tivesse um tnico gene-alvo com a expressdo suprimida. Células transfectadas (2.5 x 10°)
foram inoculadas em 40 camundongas por vez, € os tumores foram removidos
cirurgicamente quando atingiram cerca de 0.5g. As camundongas foram sacrificadas 21
dias ap0s a cirurgia, e examinadas minunciosamente em busca de nédulos metastaticos. Os
nédulos foram removidos, o DNA gendmico isolado, o shRNA contida no inserto foi
amplificado e sequenciado para identificacio do gene-alvo, revelando o candidato a
supressor de metédstase (Figura 3). Concomitantemente, 10 animais controle receberam
células infectadas com um shRNA “sem alvo” (-pLKO.1-NT) foram submetidos a0 mesmo

protocolo experimental.

Tabela 1. Linhagens celulares utilizadas nos screens com os subpools da biblioteca Sigma

MISSION TRC LentiPlex shRNA.

Subpool Linhagem celular
pLKO.1-pooll 66cl4chl14
pLKO.1-pool2 | 66cl4chl4
pLKO.1-pool2 67NRchl
pLKO.1-pool3 66¢cldchl4
pLKO.1-pool4 | 66cl4chl4
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Figura 3. Plano de trabalho experimental (Screens)

O primeiro experimento foi conduzido pelo Dr. Richard Redvers, utilizando
66cl4chl14 e o pLKO.1-pool2, foi realizado antes da minha participacdo no grupo e seguiu
um protocolo ligeiramente diferente: ao invés de identificar os tecidos mCherry-positivos
através de qPCR, os 6rgaos eram dissecados e cultivados in vitro em meio com puromicina,
de modo que apenas células infectadas, no caso tumorais, fossem capazes de crescer. A
razdo pela qual a metodologia foi alterada para os screens subsequentes envolveu diversos
aspectos, entre eles, o nimero de animais utilizados por experimento e a possivel perda de
complexidade das metéstases, como serd discutido posteriormente nesse capitulo.

O passo seguinte no plano de trabalho ¢ denominado “Valida¢dao” e verifica se o
gene alvo encontrado no screen € realmente um gene supressor de metdstase. Para tanto,
primeiramente deve-se confirmar se os genes-candidato sao expressos nas células parentais
transfectadas com o vetor-controle 67NRch1-pLKO.1-NT ou 66cl4ch14-pLKO.1-NT (de
acordo com as células durante o screen no qual o candidato foi identificado — Tabela 1),

bem como se o shRNA ¢€ efetivo para atenuar a expressdo do gene-alvo. Praticamente todos
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os candidatos identificados ao longo dos cinco screens realizados foi submetido a estes dois
passos.

Para os candidatos que forem aprovados nos estdgios descritos acima, diferentes
sequencias de shRNA, alvejando o gene de interesse, serdo inseridas nas células tumorais e
o experimento repetido, comparando-se a extensdo metastatica a dos tumores de células
parentais (67NRch1-pLKO.1-NT ou 66cl4ch14-pLKO.1-NT). Até o momento, 3 genes-
candidato (HSD17B13, Ndufa4 e STAMBPLI1) foram submetidos a este passo, com 0
objetivo de se confirmar o fenétipo metastatico observado durante o screen.

Ainda, para cada candidato bem sucedido na etapa mencionada, experimentos
adicionais, objetivando avaliar o crescimento do tumor primdrio in vivo (uma vez que genes
supressores de metdstase ndo deveriam afetd-lo), além de outros ensaios in vitro para
elucidar o papel que o gene exerce no processo metastitico € seu mecanismo de acdo,
seriam realizados. Finalmente, a expressdao do gene em um largo grupo amostral de cancer
de mama humano (mais de mil amostras em chips de microarray do Australian Breast
Cancer Family Study) sera acessado. Infelizmente, nenhuma destas analises adicionais foi

realizada nos candidatos obtidos, at€é o momento.

Transducdo & Selecdo (Screens)

As transdugoes das células 66cld4ch14 e 67NRchl com as particulas lentivirais pLKO.1
foram feitas em frascos T25, quando as células atingiam 25-50% de confluéncia,
utilizando-se um MOI (multiplicity of infection — nimero de particulas virais por célula) de
3. As células foram repicadas no dia seguinte, e 72h ap6s a transdugao iniciou-se a sele¢ao,
com o tratamento com puromicina por 7 dias (7ug/mL em células 66cl4chl4, ou 3ug/mL
em células 67NRchl). O tratamento com puromicina foi interrompido 24h antes da
inoculacdo das células (20uL contendo 2.5x10° células) na glindula mamdria de cada
camundonga. Apds a inje¢ao, as células foram recontadas para viabilidade, centrifugadas (4
min, 1400 rpm) e rapidamente congeladas em nitrogénio liquido para posterior extracao de

DNA.
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Transducdo, Selecdo e Clone de tinica célula (Genes-candidato)

Para cada gene-candidato encontrado no screen que foi analisado mais
aprofundadamente, células 67NRchl ou 66cl4ch14 foram transduzidas (M.O.L. segundo a
Tabela 2), e, a fim de selecionar os melhores knockdowns, entre 3 e 4 dias apds o inicio da
selecdo com puromicina, através de FACS, uma tnica célula foi semeada em cada um dos
pocos de placas de 96-pogos pré-carregadas com meio de cultura com puromicina. As
células foram monitoradas quanto ao crescimento de colonias, e 12 clones (para cada
sequéncia de shRNA) foram expandidos e tiveram o nivel de mRNA-alvo checado através
de RT-gPCR. Se a queda na expressao (knockdown) fosse superior a 60%, seria realizado
Western blotting com anticorpo apropriado para confirmar a reduc¢do a nivel de proteina.
Apenas clones com knockdown superior a 80% foram utilizados em experimentos in vivo,
onde 20uL contendo 1x10° células/inéculo foram injetadas na glandula mamaria das
camundongas. Apds a injecdo, as células foram recontadas para viabilidade, centrifugadas
(4 min, 1400 rpm) e rapidamente congeladas em nitrogénio liquido para posterior extracao

de DNA.

Tabela 2. M.O.I aplicado para cada um dos pLKO.1 shRNA contra HSD17313, Ndufa4 e
STAMBPLI.

Identificacdo da sequéncia | RNA-alvo M.O.I. utilizado
TRCN0000041333 HSD17B13 ~3
TRCNO0000041334 HSD17B13 ~3
TRCNO0000041335 HSD17B13 ~3
TRCNO0000041336 HSD17B13 ~3
TRCNO0000041337 HSD17B13 ~3
TRCN0000041833 Ndufa4 ~10
TRCNO0000041834 Ndufa4 ~16
TRCNO0000041835 Ndufa4 ~17
TRCNO0000041836 Ndufa4 ~13
TRCN0000041837 Ndufa4 ~10
TRCN0000033060 STAMBPL1 ~3
Animais

Mais de 200 Balb/C fémeas, com idade entre 6-8 semanas, foram utilizadas para

realizacdo dos screens e experimentos de valida¢do (Tabela 3). Os animais foram obtidos
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do Walter and Eliza Hall Institute (WEHI — Melbourne/Victoria/Austrdlia) e mantidos na
Animal House Facility do Peter MacCallum Cancer Centre Institute, sob temperatura e luz
controlada (25°C e 12h/12h de ciclo claro/escuro) e dgua e alimento ad libitum.

Ap6s as inje¢des de células tumorais, as camundongas eram checadas diariamente e
sacrificadas a qualquer sinal de prejuizo a condi¢dao de saide (perdade peso, alteracdo na
pelagem, respiracao acelerada, etc). A manipulacdo dos animais foi aprovada pelo Animal

Experimentation Ethics Committee (AEEC/Austrélia) sob o nimero de ética E480.

Table 3. Sumério dos experimentos in vivo realizados.

Nuamero do Exp. | Tratamento Nimero de Animais
659 2.5x10° 66¢14ch14-NT imfp 10
2.5x10° 66¢cl4ch14-pool?2 imfp 10
860 2.5x10° 67NRch1-NT imfp 10
2.5x10° 67NRch1-pool2 imfp 40
872 2.5x10° 66cl4ch14-pooll imfp 40
881 Ix10° 66¢ldchl4-Ndufadkd 20
(TRCN0000041833, cl8) imfp
1x10° 66cl4chi4-Ndufadkd 20
(TRCN0000041837, cl8) imfp
889 2.5x10° 66¢l4ch14-pool3 imfp 40
892 2.5x10° 66cl4ch14-pool4 imfp 40
927 1x10° 67NRchl-NT imfp 20
Ix10° 67NRch1-STAMBPLIkd 20
(TRCN0000033060) imfp

Todos os experimentos in vivo seguiram o procedimento descrito abaixo:

1) As camundongas foram rapidamente anestesiadas com isoflurano (inala¢do) e
receberam injecdo de 20uL contendo células tumorais transfectadas (Table 3) na 4°
glandula mamadria inguinal (imfp).

2) Cada camundonga foi monitorada diariamente, assim, quando o tumor primdrio
alcangava ~0.5g, o animal era anestesiado com quetamina (40 ug/g) e xilasina (16
ug/g) intraperitoneal, € o tumor primario era removido, pesado e rapidamente
congelado em nitrogénio liquido. A incisdo era fechada utilizando-se clips
metalicos, uma pomada oftdlmica era aplicada nos olhos para evitar ressecamento, o

animal recebia 40mg/kg de carprofeno subcutaneo para analgesia e era colocado em
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caixa sobre aquecimento para recuperacdo (Figura 5). O tempo experimental

decorrido até a remocgao cirdrgica variou de camundonga para camundonga, mas em

geral, estd entre 18-23 dias apds a injecdo imfp.

v . . 1 ' “‘['._. d : J._':j_.
Figura 5. Procedimentos para resseccdo do tumor primdrio (PT). A. camundonga anestesiada antes da
ressec¢do do PT. B-C Resseccdo do PT. D. Posicionamento das bordas da incisdo para grampeamento. E.

Grampeamento. F. Camundonga imediatamente apds a ressecgdo, antes de ir para a recuperagao.

£

3) Baseando-se em experimentos prévios conduzidos pelo grupo, foi estabelecido que
as camundongas deveriam ser sacrificadas apds 21 dias da resseccdo do tumor
primdrio. Contudo, como ja mencionado, se o animal apresentasse qualquer sinal de
decaimento na condi¢do de sadde, ele seria sacrificado. O sacrificio ocorria por
overdose de isoflurano. Fémures, coluna vertebral, pulmdes e qualquer nédulo

metastatico encontrado era coletado e rapidamente congelado em nitrogénio liquido.

Extragdo de DNA Gendmico

Os fémures, colunas vertebrais, pulmdes e ndédulos metastiticos das camundongas
foram homogeneizados com ImL de tampao de lise de DNA (100mM NaCl, 50mM Tris-
HCI, pH 8.0, 100mM EDTA, pH 8.0) com auxilio do equipamento Fast Prep-24 MP (6.0
m/s, 4 x 1 min.), seguindo-se digestdo overnight com tampao de lise de DNA completo

(100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 100mM EDTA, pH 8.0, acrescido de 0.5% SDS
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(peso/vol.), Proteinase K e RNase para 0.lmg/mL de concentracdo final) a 55°C sob
rotagio. No dia subsequente, o0 DNA foi extraido utilizando Fenol:Cloroférmio:Alcool
Isoamilico (25:24:1), seguido por precipitacdo por etanol/sal e ressuspensdao em 200uL de

dgua livre de nucleases.

Quantificagdo da carga tumoral relativa através de qPCR

O sistema de rastreamento baseado na expressao de mCherry pelas células tumorais
permite detecc@o altamente sensivel de metdstases em qualquer 6rgdo ou tecido através de
gPCR para amplificacdo de sequencias de mCherry, presente apenas no DNA gendmico das
células tumorais [18].

A carga tumoral relativa (Relative Tumour Burden, RTB) de cada amostra foi
medida através de Tagman qPCR (Applied Biosystems, Foster City, CA). O DNA
genOmico foi submetido a PCR em tempo real para deteccdo do Ct (cycle threshold) para
Vimentina (presente em todas as células, tumorais e do hospedeiro) e mCherry (apenas nas
células tumorais). Comparando os valores de Ct para Vimentina e mCherry em uma
determinada amostra (ACt), contra o ACt do controle positivo (células tumorais usadas no
experimento) obtém-se o AACt, e a partir dele calcula-se a carga tumoral relativa de acordo
com a seguinte férmula: RTB = 10,000/224°, Através desta férmula, uma amostra sem
tumor corresponde ao valor zero, enquanto uma amostra constituida exclusivamente por
c€lulas tumorais corresponde ao valor 10.000, sendo todos os valores expressos em
porcentagem (controle positivo = 100%). A PCR em tempo real foi realizada no
termociclador ABI Prism 7000 (Applied Biosystems) usando método de ciclagem padrao.
Todos os reagentes para PCR foram obtidos da Applied Biosystems, com excecdo dos
primers (GeneWorks, Adelaide, South Australia, Australia). As sequéncias dos primers e

probes utilizados estdo listadas a seguir:

mVim fwd: 5> AGC TGC TAA CTA CCAGGA CACTATTG 3’
mVim rev: 5’CGA AGG TGA CGA GCCATC TC 3’

mCherry fwd: 5' GAC CAC CTA CAA GGC CAAGAAG 3
mCherry rev: 5' AGG TGA TGT CCAACT TGA TGT TGA 3'
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mVim probe: VIC-CCT TCA TGT TTT GGA TCT CAT CCT GCA GG — TAMRA
mCherry probe: FAM-CAG CTG CCC GGC GCC TAC A - TAMRA

As reagdes foram feitas em triplicatas e cada reagdo conteve 1uM de cada um dos

primers (forward e reverse) e probes, para mCherry e Vimentin, além de 40ng of gDNA.

Identificacdo do shRNA e do gene alvo

Uma vez que uma metdstase é encontrada no screen, tanto em um nddulo visivel,
quanto em uma micrometéstase detectada por qPCR, o préximo passo seria identificar o
shRNA contido naquela metdstase em particular, e seu gene-alvo, que a partir de entdo
torna-se um candidato a supressor de metdstase.

Em cada um dos screens realizados, a identificacdo do shRNA foi feita através de
sequenciamento convencional (Sanger [19]), mas, adicionalmente, 30 amostras do screen
66c¢cldchl4-pooll foram enviadas para sequenciamento de préxima geracao (Next

Generation Sequencing, NGS). Ambos estdo descritos abaixo.

Método Convencional

O método convencional compreende um procedimento onde, basicamente, a
sequéncia do grampo de RNA (shRNA) é amplificada, isolada e sequenciada através de
sequenciamento Sanger. Os protocolos empregados neste caso estdo descritos nas proximas
sessoes.

Amplificacdo do Inserto através de “touch down” (TD) PCR

A fim de amplificar os insertos de shRNA contidos nas metdstases encontradas
durante os screens, nés utilizamos 100ng de gDNA de cada metastase como molde,
reagentes do kit GoTag DNApol de acordo com instru¢des do fabricante (Promega), e
primers das regides do vetor vizinhas ao shRNA (presentes em todo e qualquer inserto
desta biblioteca), gerendo um amplicom de 355pb:

RPR LAP1 Fwd: GATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAAT

RPR LAP2 Rev: GTAATTTGTTTTTGTAATTCTTTAGTTTGTATGTC
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Amostras, combinadas aos reagentes, foram dispostas em tubos para PCR no
termociclador ABI GeneAmp 2700, aplicando-se o seguinte programa para PCR touch-
down:

Termociclador pré-aquecido.

30s 2 94°C

(15sa94°C, 30s a 65°C, 30s a 72°C) x 15, -1°C a cada ciclo

(15s 2 94°C, 30s a 50°C, 30s a 72°C) x 25 ciclos

Imin. a 72°C.

Mantido a 4°C.

Paralelamente, um controle positivo, SHC009 (shRNA sem alvo), fornecido pela
Sigma (fabricante da biblioteca empregada) foi amplificado nas mesmas condigdes
descritas, para ser aplicado no gel de agarose junto as amostras, permitindo saber o sucesso
e especificidade da reacio.

Purificacdo

A fim de garantir que apenas o produto especifico da amplificacdo por PCR (ndo o
DNA gendmico ou dimeros de primers) seriam submetidos ao sequenciamento, os produtos
de PCR (amostras e controle positivo) foram aplicados em gel de agarose 1.8%, acrescido
de 0.5ug/mL de brometo de etidio, em tampao TBE 0.5X (90V por 90 min.). As bandas
correspondentes aos amplicons (mesmo tamanho do controle positivo), visualizadas sob luz
ultravioleta em sala escura, foram recortadas e submetidas a purificagdo com o kit QIAGEN
Gel purification protocol clean-up of PCR products, de acordo com instrucdes do
fabricante (QIAGEN).

Sequenciamento e Identificacdo do shRNA/Gene-Alvo

Os produtos de PCR gel-purificados foram enviados para o Gandel Charitable Trust
Sequencing Centre, localizado no Monash Health Translation Precinct (MHTP),
Melbourne/Victoria/Austrélia, para sequenciamento convencional. Cada amostra continha
25ng de produto de PCR purificado, S5pmol de Moffat reverse primer
(CCTTTTCTTTTAAAATTGTGGATGAATACTGCCATTTG) e dagua suficiente para
totalizar um volume de 16uL. Empregando-se o referido primer para sequenciamento, o

produto detectado tinha 268pb.
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A sequéncia mostrando a posi¢do dos primers RPR LAPI forward, RPR LAP2
reverse (usados na amplificagdo do inserto através de TD-PCR) e Moffat forward e reverse,
no controle-positivo SHC009 (Vetor + shRNA sem-alvo) estd representado em Dados
suplementares 1.

A razdo pela qual foram utilizados primers diferentes para a amplificacdo e para o
sequenciamento € que enquanto RPR LAP1 Fwd e RPR LAP2 Rev demonstraram maior
especificidade na amplificacdo do inserto contido no gDNA, os primers Moffat geram um
produto menor, aumentando a eficiéncia do sequenciamento e facilitando a andlise, uma
vez que suas extremidades 3’ acabam exatamente onde a sequéncia unica do shRNA se
inicia.

Uma vez recebidos os resultados do sequenciamento, os dados foram analisados

através do Sequence Scanner Software 2 (Applied Biosystems).

Sequenciamento de Proxima Geracdo (Next Generation Sequencing, NGS)

O sequenciamento de proxima geragdo permite sequenciamento paralelo de DNA, o
que permite que milhares de sequencias diferentes sejam processadas simultaneamente.
Este método baseia-se € um denso array de DNA que € sequenciado através de ciclos
interativos que envolvem manipulacido enzimatica e coleta de dados baseados em imagens
[20].

Até a presente data, nds selecionamos e sequenciamos 30 amostras do screen com
66¢cl4ch14-pLKO.1-pooll, incluindo células transduzidas, sete tumores primdrios e suas
respectivas metdstases associadas. O DNA gendmico destas amostras foi enviado a Sigma-
Aldrich (San Diego/CA) para amplificagdo e sequenciamento empregando-se o Sistema

Illumina HiSeq 2500 em uma reacio 30-plex.

Validacdo de Genes Supressores de Metdstase
Selecionando os Melhores Genes-Candidato
Quando um shRNA ¢ identificado a partir de uma metdstase recuperada de um
screen, seu alvo € um potencial candidato a gene supressor de metéstase. Entretanto, o gene

tem que atender a algumas exigéncias para ser considerado um candidato real. Alguns
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destes requerimentos e questdes para selecdo dos melhores candidatos estdo listados no

diagrama abaixo (Figura 6).

—[ CRITICO ]

A 4 A 4

1. O gene € expresso nas células 2. O shRNA ¢é efetivo para gerar um
parentais (nao-transduzidas ou knockdown? (Informacdes do produto ou
pLKO.1-NT)? (RT-qPCR) transfec¢do + RT-qPCR/WB)

(

LComplementar/Auxiliar }

A 4 A A 4

3. O gene gerou fendtipo 4. O gene tem biologia 5. Sua baixa expressao € associada
marcante/apareceu mais de uma vez . o a pior evolucio clinica de acordo
no screen, ou ha miltiplos candidatos interessante/sugestiva? com bancos de dados humanos?
na mesma via? (ONCOMINE*)

Figura 6. Caracteristicas criticas (vermelho claro) e complementares (azul claro) para selecionar candidatos a genes supressores
de metéstase.

* ONCOMINE ¢ uma base de dados com objetivo de coletar, padronizar, analisar e
disponibilizar dados transcriptdmicos sobre o cancer a comunidade de pesquisa biomédica.
Este banco de dados inclui mais de 73.000 amostras, cobrindo a vasta maioria dos tipos e
subtipos de cancer. Genes, vias e redes desreguladas em diferentes tipos/subtipos podem ser
analisadas e combinadas com dados a cerca da evolucdo clinica e resposta a drogas [21,

22].

Extracdo de RNA e Sintese de cDNA

Uma vez que a andlise da expressdo do gene-alvo € essencial para a selecdo e
validacdo dos candidatos como legitimos genes supressores de metdstase, linhagens
celulares de potencial metastitico variado (nao/pouco/altamente metastdtica: 67NRchl,
66c¢cldchl4, 4TlchS, 4Tl1ch9, 4TI1Brdch2, 4TIBM?2chllbri, 4T1.2Neo-mCherry,
4T1.13ch5T1) e as células transduzidas (66cl4ch14-pLKO.1-HSD17B13, 66¢cl4ch14-
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pLKO.1-Ndufa4, 66cl4ch14-pLKO.1-STAMBPL1) foram submetidas a isolamento de
RNA através do RNeasy Mini kit (QIAGEN), seguido de sintese de cDNA com o kit First
Strand Oligo(dT)s-primed ¢cDNA e a enzima transcriptase reversa Superscript III
(Promega), de acordo com instruc¢des do fabricante.

Paralelamente, e seguindo o mesmo protocolo, foram sintetizadas as chamadas
“amostras sem RT”, que consistem em uma reagdo de “sintese de cDNA” sem a presenca
da enzima transcriptase reversa (Superscript III). Neste caso, ndo ocorre a sintese do cDNA
e as amostras sdo utilizadas como controle a fim de se verificar se os subsequentes RT-
gPCRs para os genes-alvo ndo amplificardo devido a contaminacdo por DNA gendmico.
Apenas as amostras cujo respectivo —RT ndo amplificou no RT-qPCR foram utilizadas.
Adicionalmente, foi intetizado cDNA de embrido e placenta de Balb/C paar serem

utilizados como controle positivo nas RT-qPCR.

Avaliagdo da expresdo dos genes-candidato através de RT-gPCR

RT-gPCR foi um dos métodos utilizados para verificar se o candidato era ou nio
expresso nas células parentais utilizadas nos screens (67NRchl e 66¢cl4ch14). Mais tarde,
empregou-se RT-qPCR para avaliar a expressdao do gene candidato na série de linhagens
com diferentes potenciais metastaticos, bem como nas células transduzidas com o shRNA
para o gene-alvo, a fim de se avaliar a eficiéncia do knockdown. Os primers utilizados, e
suas respectivas sequéncias estio listados na Tabela 4.

Com excegdo dos ensaios TagMan (nos quais seguimos instru¢cdes do fabricante),
todas as concentragdes de primers foram otimizadas utilizando-se 5Sng/reacdo de cDNA
controle-positivo (embrido ou placenta Balb/C), através de uma série de diluicdes de
primers (F+R = 100nM, 200nM, 400nM e 800nM).

Os primers obtidos da Geneworks foram desenhados utilizando-se a ferramenta de
design de primers do NCBI, e testados para estruturas secunddrias através do software ABI
Primer Express Primer Probe Test Tool.

Por outro lado, uma vez que os KiCqStart® SYBR® Green Predesigned Primers ja
sdo validados, os pares de primers listados na Tabela 4 foram solicitados diretamente

através do website do fornecedor (Sigma Aldrich).
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Tabela 4. Primers utilizados para selecdo de candidatos a genes supressores de metdstase e

para andlises adicionais.

Alvo Fwd. Primer (SYBR Green) Rev. Primer (SYBR Green) Obs.
mRps27a 5’-CGGGTGTCGTCGGATCTAAT 5’-GTTCAACCTCGAGCGTGATGG GeneWorks
(hk) TagMan Gene Expression Assays - Mm01180369 gl Life Technologies
mHSD17B13 5’-ACCCGAGTACAAGGTTATGGCCTG |5’- ACTCCTTGCAACTTCTTCCGGCT . GeneWorks.

TagMan Gene Expression Assays - Mm01203271_ml Life Technologies
mPdliml 5’-TAGTGACCGAGGAGGGGAAA 5’-GGACTTCTTGGGGTTCCGAC GeneWorks
mMucl5 TagMan Gene Expression Assays - Mm00662032_ml Life Technologies
mNdufa4 5’-TCCCAGCTTGATTCCTCTCTT 5’-GGGTTGTTCTTTCTGTCCCAG
mStambpll |5’-CGACCGACCAAGAGCAAAGA 5’-GCTTGTGTGGGATGACGACT
mMnatl 5’-AGCATTGGAGGTAGAACGCC 5’-TCGGAGCTCTCCAGCTCATC
mSndl 5’-CTGCACATGGATGGGGCTAA 5’-GGCCCAGACCTTCTCTTTCC GeneWorks
mRgs5 5’-GGCCCCTAAAGAGGTGAACA 5’-AATTCAGAGCGCACAAAGCG
mMidl 5’-GATGGGGAAGCCGATAGCTG 5’-CAGCTCCGACTCCAGTGTTT
mBmil 5-TTACGATGCCCAGCAGCAAT 5’-AGTGGGCCATTTCTTCTCCAG
mCul5 5’-ATCACTACTGACTCTGAGAAG 5’-ATCTCTTGCAGTAAGGAAAC
mDiablo 5’-CTCTGTACCGACAATATACAAG 5’-ATCTGCTCCAGTTTGATAGG
mCcrd 5’-GATCACTTTCAGAAGAGCAAG 5’-ATTCATCTTTTGGAATCGTCG
mCl1qC 5’-AAACAGTATGTTCCTGTCTG 5’-CCATCCTGAGGGTGTAAG
mEpor 5’-GAGTCACGAAAGTCATGTAG 5’-GAGCACTACTTCATTGATATGG .
mGdfs 5-ATTGACAAAGGGCAAGATG 5 TTCTTCCGTAAGATCCGC o dban®
mGdnf 5’-TGACCAGTGACTCCAATATG 5’-GTTTATCTGGTGACCTTTTCAG Primers
mCd40 5’-ATAATGAGATCTTACCCCCTG 5’-CTCTCTTTACCATCCTCCTG Predesigned
mADbi3 5’-TCTTCGAATGCTGGATTCAC 5’-CTTCTCCATATGCATGTTTACC
mDmrtc2 5’-TGTCCCTCTACATCCTTTTC 5’-TACAGAGTTGAACATGTGTG
mMapre3 5’-ACTAGAACACGAGTACATCC 5’-TTCACTAACTTCTCTACGGG
mDmrt2 5’-CTTTTTACCTACCTGCCTTG 5’-ATATTGCTGGTAGGAAGGG
mll17d 5’-GGATTTCCTACGACCCTG 5’-GATGGTGATGTAGTGTTCG

As reacOes foram feitas com as amostras em triplicatas no termociclador ABI Prism

7000 (Applied Biosystems) empregando-se métodos de ciclagem padrao.

Os dados da RT-qPCR foram analisados inicialmente no Applied Biosystems

StepOne Software, € em seguida nos softawes LinRegPCR [23] and REST 2009
(QIAGEN).
Todas as RT-qPCRs realizadas neste trabalho seguiram as normas das MIQE

(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) [24].

Avaliagdo da expressdo dos genes candidatos através de RNA-seq
Com o intuito de otimizar a validacdo dos candidatos, células tumorais das

linhagens 67NRchl, 66cl4chl4, 4TIchS e 4TI1.13ch5T1, foram submetidas ao

sequenciamento de RNA (RNA-seq).
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Estas células foram obtidas a partir tumores imfp, que foram dissecados, digeridos a
37°C por aproximadamente 4-5 horas, e cujas células foram separadas de acordo com a
fluorescéncia mCherry através de FACS.

O sequenciamento de transcriptoma (RNA-seq) foi realizado através do
equipamento llumina HiSeq 2500 na Molecular Genomics Facility - Peter MacCallum

Cancer Centre, Melbourne/Victoria/Australia.

Avaliacdo da Expressao de Proteina através de Western blotting

Para aqueles candidatos onde decidiu-se prosseguir com experimentos adicionais de
validacdo, quando havia um anticorpo disponivel, o nivel de expressdao de proteina foi
acessado através de Western Blotting, utilizando-se o lisado celular de células parentais
nao-transduzidas (67NRchl, 66cld4chl4, 4T1chS, 4T1ch9, 4T1Br4ch2, 4T1BM2chl11bri,
4T1.2Neo-mCherryS, 4T1.13chST1) bem como de células 66¢cldchl4-pLKO.1-
HSD17B13shRNA (encontradas no Exp. 659), 66cl4chl14-pLKO.1-Ndufa4shRNA
(encontradas no Exp. 659, além de 5 diferentes shRNAs x 3 clones de célula tnica para
cada), 67NRch1-pLKO.1-Stambpl1shRNA (encontradas no Exp. 860). Lisados de proteina,
para controle positivo, foram obtidos a partir de coracdo, figado, rim e testiculo de Balb/C.
As células e tecidos foram lisadas em RIPA Buffer + 1% coquetel inibidor de protease
(Sigma), a concentracdo total de proteina foi determinada através do BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific Pierce), de acordo com instrucdes do fabricante.

Os anticorpos primdrios e secunddrios empregados, bem como a diluicdo de

trabalho utilizada para cada um deles (obtidas apds otimizacao) estdo na Tabela 5.
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Tabela 5. Anticorpos primadrios e secundarios utilizados para Western Blotting.

Anticorpos Primarios

Anticorpo Diluicdo Tamanho previsto da proteina

Mouse IgG1 anti-actin (Clone C4) (1:25,000, MP Biomedicals) 43 kDa

Mouse anti-mouse-GAPDH (1:20,000, Abcam) 36 kDa

Mouse IgG1 anti-alpha tubulin (1:10,000, Sigma) 50 kDa

Rabbit anti-human/mouse-Hsd17b13 (1:250, Abgent) 33 kDa

Rabbit anti-human/mouse-Ndufa4 (1:1000, Abcam) 9 kDa

Rabbit anti-human/mouse-Stambpl 1 (1:100, Abgent) 50 kDa
Anticorpos Secundarios

Anticorpo Diluicdo

Goat anti-rabbit-Alexafluor-680 (1:20,000; Invitrogen)

Goat anti-mouse-Alexafluor-488 (1:20,000; Invitrogen)

Goat anti-mouse-Alexafluor-680 (1:20,000, Invitrogen)

Anti-rabbit HRP (1:5,000)

Anti-mouse HRP (1:5,000)

A eletroforese foi realizada em géis comercialmente preparados Bolt Bis-Tris 4-12%
de 1,5mm e 15 pocos, carregados com 40ug de proteina em Bolt Novex MES Running
Buffer, por 35min a 165V e temperatura ambiente. As proteinas foram entdo transferidas
para membrana de PVDF (100V, 120min em 1X Bolt Transfer Buffer), que foi entio
bloqueada em 5% (peso/vol) de leite desnatado/PBS-T(0.05%vol/vol). As membranas
foram incubadas com anticorpos primdrios overnight a 4°C, na diluicdo apresentada na
Tabela 5, em 4mL de 5% (peso/vol) de leite desnatado/PBS-T (0.05%vol/vol). Seguiram-se
entdo uma série de lavagens (PBS-T 0.1% vol/vol) e incubacdo com anticorpos secundarios
por lh a temperatura ambiente, para serem entdo submetidas ao método de deteccio

apropriado (fluorescéncia ou ECL) no equipamento ChemiDoc™ MP Imaging System.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Screen com Subpool-2 em 66¢cldchl4

A vantagem de se detectar a presenca de metdstases através da cultura dos 6rgaos
dissecados em meio acrescido de puromicina, sobre a extragdo de DNA gendmico e qPCR
para mCherry, é que, no primeiro caso, obtém-se a linhagem celular transduzida que gerou
aquela metéstase me particular. No entanto, as limitagdes desta técnica incluem:

- Uso de menor nimero de animais: € invidvel a execucdo de um experimento,

onde seriam dissecados e cultivados cada fémur, coluna vertebral, pulmao e
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demais ndédulos, empregando-se nimeros em torno de 40 animais por screen. O
uso de um maior nimero de animais no screen é extremamente importante, uma
vez que aumentaria a abundancia de metdstases obtidas no experimento;

- Perda de informacgdes acerca da carga tumoral: ndo € possivel conhecer o quao
extenso o evento metastitico era, uma vez que nao ha quantificacdo do nimero
de células tumorais presentes naquele 6rgao em particular;

- Perda de complexidade: além da possibilidade de que algumas das células
tumorais ndo cres¢a em cultura, érgaos maiores (tais como a coluna vertebral)
sdo passiveis de conter mais de um clone, e diferentes clones provavelmente
teriam diferentes representacdes no Orgdo, assim, tanto um clone com um
nimero menor de células pode ndo crescer, ou, clones que geraram cargas
tumorais distintas no 6rgdo seriam igualados numericamente no periodo de

cultivo, de qualquer modo, estas informagdes seriam perdidas.

Incidéncia de Metastases
Em suma, sete de um total de dez camundongas apresentou a0 menos uma metastase
ndo-usual, incluindo coragdo, costelas, figado, ovério, fémures e coluna vertebral (Figura

7). “Nao-usuais” aqui compreendem quaisquer metdstases que ndo pulmonares, uma vez

que esta linhagem € considerada levemente metastética para este 6rgdo em particular.

W .

e )

Figura 7. Distribuicdo de metastases visiveis (vermelho) e micrometastases (verde) apds inje¢do de
66cl4ch14-pLKO.1-pool2 imfp.
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Candidatos a Supressores de Metdstase

Quatro potenciais genes-candidato foram identificados em metdstases deste screen,

como apresentado na Tabela 6.

Table 6. Genes-alvo dos shRNAs detectados no screen com 66¢l4chl4-pool2 e a

localizag¢do das metastases nas quais eles foram detectados.

Alvo do shRNA ()rgﬁo onde a metastase foi encontrada
HSD17B13 Coluna vertebral

Mucl5 Coluna vertebral

Pdlim1 Coluna vertebral

Ndufa4 Coluna vertebral e Fémures (mesmo animal)

Notavelmente, trés destes alvos (Hsd17b13, Mucl5 e Pdliml) encontram-se
significativamente decrescidos ao nivel de DNA e transcrito em diversos grupos de cancer

de mama humano (Oncomine, Tabela 7).

Tabela 7. Alguns dos alvos identificados encontram-se diminuidos ao nivel de DNA e RNA

em canceres de mama humanos versus tecido mamario normal.

shRNA target | CNV|CNYV pval FC| FC pval
Hsdl7b13 2206 416x10°%] -21.89) 355107
Mucl 5 -2.05%| 3.80x107| -16.18] 4 84x1 01
Pdliml S2.06| 557x10% -4.36/1 85510

*Adenocarcinoma Intraductal Cribriforme, n=3; todos os outros sido Carcinoma Ductal Invasivo, n=392.
CNV=Copy Number Variation (DNA); FC=Fold Change (RNA).

HSD17p13
Uma vez que as linhagens celulares derivadas do screen com 66c¢cl4chl4-pool2
estavam disponiveis, um transplante seriado utilizando 1x10° células 66cl4ch14-pool2-
HSD17B13shRNA, implantadas na glandula mamadria de 20 camundongas Balb/C foi
realizado, objetivando avaliar se as referidas células repetiriam 0o mesmo comportamento
observado durante o screen (aumento na incidéncia de metdstases), como um passo inicial

para a validacdo, experimento também conduzido pelo Dr. Richard Redvers.
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Diversas razdes levaram a escolha da HSD17B313 para andlises adicionais. No
screen, o shRNA contra HSD17B13 foi identificado em uma metéstase visivel na coluna
vertebral, e, dentre todos os candidatos, este € 0 menos expresso em cancer de mama
agressivo versus tecido mamdrio normal em humanos (Tabela 7).

Ainda, a enzima codificada por este gene, 17-beta hidroxiesterdide desidrogenase
13, também conhecida como SDRI16C3, catalisa a conversao de testosterona a
androstenediona, bem como a conversao de 173-estradiol a estrona [25]. Acredita-se que a
HSD17B13 regula a atividade de andrégenos e estrogenos através da oxidag¢do do C17 para
formacdo de esteroides de poténcia reduzida, e que estes hormdnios e seu balan¢o poderiam
ter papel muito importante no cancer de mama.

Camundongas que receberam o transplante seriado apresentaram aumento na carga
metastatica quando comparadas aquelas implantadas com células 66¢cl4ch14-pLKO.1-NT,
incluindo uma metéstase femoral visivel (Figura 8). Também trabalhamos na geracdo de

células 66cl4ch14 transduzidas com 5 shRNA diferentes contra HSD17313.

¥
Figura 8. Metastase femoral (seta vermelha) encontrada em uma camundonga que recebeu o transplante

seriado com as células 66cl4ch14-pool2-HSD17p13shRNA.

Contudo, a expressdo da HSD17B13 ndo pdde ser confirmada em células 66cl4ch14,
nem tampouco em células 66cl4ch14-pLKO.1-NT, mesmo apds extensivas tentativas que
incluiram andlises por Western blotting (2 anticorpos diferentes, nenhum foi especifico),
TagMan RT-qPCRs e SYBR Green RT-qPCRs (para os dois possiveis transcritos da
HSD17B13 as “variantes” 1 e 2) — as reacdes estavam funcionando, uma vez que o

controle-positivo amplificou perfeitamente. Sendo assim, infelizmente, os eventos
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metastdticos observados no screen e no experimento de transplante seriado ndo ocorreram
devido a diminui¢do nos niveis da enzima HSD17p13, uma vez que o gene que a codifica ja
€ sub-expresso nas células 66cl4ch14 parentais. Possivelmente, as alteracdes na capacidade
metastatica observadas nas células 66¢cl4ch14-pool2-HSD17313shRNA foram resultado de

um efeito “off-target”, tal como mutacao insercional.

Ndufad

Embora dentre os quatro candidatos identificados, Ndufa4 foi o tnico para o qual ndo
havia informacdes disponiveis no ONCOMINE, o shRNA para este gene foi detectado em
duas metéstases dsseas na mesma camundonga, sugerindo que estes foram eventos nao-
randOmicos.

Ha pouca informacdo na literatura cientifica acerca do Ndufa4, mas sabe-se que este
gene integra a cadeia IV de transporte de elétrons em mamiferos (citocromo-C oxidase IV)
[26].

Verificando a expressdo de mRNA para Ndufa4 nas linhagens celulares 66¢cl4chl4-
pLKO.1-pool2-Ndufa4shRNA_femur e 66cl4ch14-pLKO.1-pool2-Ndufa4shRNA_coluna,
observou-se que, em comparacdo com células 66cl4ch14-pLKO.1-NT, a expressdao de
mNdufa4 foi reduzida, demonstrando assim que este gene € expresso nas células parentais,

e que o shRNA foi eficiente na geracao do knockdown (Figura 9).
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A. 66cl4ch14-pLKO.1: NdufadshRNA (femur) vs non-target B. 66cl4ch14-pLKO.1: NdufadshRNA (spine) vs non-target
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Figura 9. mNdufa4 estd menos expresso nas linhagens 66cl4ch14-pLKO.1-pool2-Ndufa4shRNA derivadas do
fémur e da coluna vertebral, em relagdo a células 66cl4ch14-pLKO.1-NT. A: mNdufa4 estd subexpresso em
66cl4ch14-pLKO.1-pool2-Ndufa4dshRNA_fémur (em comparagdo ao grupo controle) com expressdo média de
0.603 (variando entre 0.353 - 0.844) e P(H1)=0.000. B: mNdufa4 estd subexpresso em 66cl4ch14-pLKO.1-
pool2-Ndufa4shRNA_coluna (em comparacdo ao grupo controle) com expressdo média de 0.130 (variando
entre 0.122 - 0.137) e P(H1)=0.000. *P(HI) representa a probabilidade da hipotese alternativa de que a
diferenca observada entre a amostra e o controle seja devido d chance.

Em um experimento subsequente, verificou-se que a expressao de mNdufa4 estd pouco
expressa em uma linhagem celular altamente metastitica, em comparagdo com linhagens

menos metastaticas (Figura 10).

4T1.13ch5 v (67NRch1 + 4T1ch5 + 66¢cldch14-pLKO.1-non-target)

Expression Ratio
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Figura 10. mNdufa4 estd subrregulada em células 4T1.13ch5T1 (alto potencial metastitico) quando
comparadas a células 67NRchl (ndo-metastdticas), 4T1chS e 66cl4ch14-pLKO.1-NT (ambas com baixo
potencial metastitico). mNdufa4 estd subexpresso na amostra 4T1.13ch5T1 (em comparacdo ao grupo
controle: 67NRchl, 4T1ch5 e 66cl4ch14-pLKO.1-NT) com expressdo média de 0.819 (variando entre 0.651 -
1.022). P(H1)=0.039. *P(HI) representa a probabilidade da hipotese alternativa de que a diferenca
observada entre a amostra e o controle seja devido d chance.
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Ainda mais interessante foi o fato de que, quando os niveis da expressao da proteina
Ndufa4 foi acessado através de Western blotting, ambas as linhagens 66¢l4ch14-pLKO.1-
Ndufa4shRNA, derivadas da espinha (coluna vertebral) e do fémur perderam totalmente a
expressao de Ndufa4, e as linhagens celulares mais metastaticas apresentaram niveis mais

baixos desta proteina (Figura 11).
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Figura 11. Linhagens celulares 66cl4ch14-pLKO.1-Ndufa4shRNA (espinha e fémur) perdem a expressdo da
proteina Ndufa4, que também estd menos expressa em linhagens celulares com maior capacidade metastatica.
A: Western Blotting contra Ndufa4 (9kDa) e alfa-tubulina (55kDa). B: Expressdo normalizada da Ndufa4 nas
células derivadas de metastases (66cl4chl4-pLKO.1-Ndufa4dshRNA fémur e espinha) e em linhagens
celulares com diferentes potenciais metastaticos. *P<0.05 em comparagio as células 66cl4ch14-pLKO.1-NT
(ANOVA de uma via seguido por teste de Bonferroni).

N

Estes resultados promissores conduziram a execu¢do de experimentos adicionais na

tentativa de validar o gene-candidato Ndufa4 como um supressor de metéstase.

Células 66¢cl4ch14 foram transfectadas com cinco diferentes pLKO.1-shRNA contra
Ndufa4, seguiu-se a selecio com puromicina e a clonagem de uma tnica célula. Ao todo,
mais de trinta clones (a0 menos seis para cada shRNA) foram testados quanto a expressao
de Ndufa4 através de western blotting. Dentre os cinco shRNAs utilizados,
TRCNO0000041833 e TRCNO0000041837 demonstraram os melhores resultados de
knockdown (Figura 12).
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Figura 12. Western Blotting contra Ndufa4 mostrando perda de expressdo em células 66¢cl4ch14-pLKO.1-
Ndufa4shRNA. 1: Coragdo Balb/C (controle +), 2: 66cl4ch14-pLKO.1-NT, 3-8: 66cl4ch14-pLKO.1-
TRCN0000041833: 3: total, 4: clone 1, 5: clone 2, 6: clone 4, 7: clone 7, 8: clone 8; 9-14: 66cl4ch14-
pLKO.1-TRCN0000041837: 9: total, 10: clone 1, 11: clone 4, 12: clone 6, 13: clone 8, 14: clone 9.

Baseando-se nestes dados, 20 camundongas receberam o inoculo de 10° células
66¢l4ch14-pLKO.1-TRCN0000041833_clone 8, e outras 20 foram implantadas com 10°
células 66¢cl4ch14-pLKO.1-TRCN0000041837_clone 8. Inesperadamente, nenhum dos
animais injetados com células transduzidas com o primeiro shRNA (TRCN0000041833)
desenvolveram tumores primdrios normalmente (0s tumores eram ausentes ou cresciam
muito lentamente) ou apresentaram metdstases. Camundongas injetadas com células
contendo o segundo shRNA (TRCN0000041837), o mesmo encontrado durante o screen,
apresentaram tumores crescendo normalmente, e seguiram o protocolo experimental padrao
(cirurgias/sacrificio), contudo, ndo apresentaram nenhuma metdstase visivel ou mesmo
micrometdstases, nem ao menos nos pulmoes, para onde células 66¢cl4chl4 normalmente
metastizam, mesmo que em baixa frequéncia.

Como teste, linhagens com cada um dos outros shRNAs foram inoculadas em trés
camundongas. Duas delas (contendo os shRNAs TRCN0000041834 e TRCN0000041836)
desenvolveram tumores, mas muito lentamente, e ndo foram encontradas metastases, assim
como no experimento prévio.

A razdo por trds destes resultados € dificil de entender. Ndufa4 atendeu aos
requisitos essenciais € a alguns dos requisitos complementares para ser considerado um
bom candidato a gene supressor de metdstase. Ainda, alguns dos shRNAs devem ter um
efeito colateral (off-target) uma vez que as células que os expressavam nao apresentaram o
mesmo comportamento in vitro e in vivo. Por exemplo, as células 66cl4ch14-pLLKO.1-
TRCNO0000041836 demonstraram o crescimento mais lentos in vitro, enquanto as células
66cl4ch14-pLKO.1- TRCNO0000041837 (mesmo grampo encontrado no screen)

apresentaram o crescimento mais rapido. Ainda é possivel desenhar um novo shRNA contra
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Ndufa4, cloné-lo, inseri-lo em um vetor e repetir o experimento, contudo esta abordagem

passou a ndo ser prioritaria.

Screen com Subpool-1 em células 66cldchi4

Com base no screen anterior, foi decidido reduzir a MOI. Uma vez que um MOI~3
foi eficiente para trasduzir células 66cl4ch14 com pLKO.1-HSD1713shRNA, sendo entio
este mesmo valor o usado nos préximos screens.

O MOI utilizado anteriormente (~25) foi estabelecido utilizando-se pLLKO.1-GFP,
seguido de separacdo por FACS para avaliar a efici€ncia da transfec¢do. Aparentemente, as
células derivadas do modelo 4t1 sao dificeis de transduzir, mas uma vez transduzidas,
frequentemente elas apresentam mais de um inserto. Isso ndo tem maiores implicagdes
quando emprega-se sequenciamento de proxima geracao e andlises de descomplexacao para
selecionar os genes candidatos. Por outro lado, se for utilizado sequenciamento
convencional (como predominantemente neste trabalho), é realmente uma premissa ter
apenas um inserto por célula, para que os dados do sequenciamento possam ser
interpretados (Figura Suplementar 1).

Através da reducao da MOI, estariamos sujeitos a um menor nimero de eventos
metastaticos nos screens, portanto aumentamos o nimero de camundongas utilizadas para
quarenta, e como mencionado anteriormente, ao invés de cultivar os tecidos coletados no
sacrificio, qPCR par mCherry foi aplicado para detectar metdstases, sendo muito mais

simples e preciso.

Incidéncia de Metdstases
No total, treze de um total de quarenta camundongas apresentaram ao menos uma
metdstase que ndo fosse pulmonar (como explicado anteriormente, metastases pulmonares
sdo eventos relativamente comuns em células 66cldch14). Os sitios metastaticos incluiram
coragdo, costelas, figado, ovdrio, rim, adrenal, linfonodo, musculo esquelético, mesentério,

glandula mamadria contralateral, coluna vertebral e fémur (Figura 13).
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Figura 13. Distribuicdo de metastases visiveis (vermelho) e micrometéstases (verde) apds inje¢ao de células
66cl4ch14-pLKO.1-pooll imfp.

Embora tenha sido observada queda na incidéncia de metdstases neste screen
(66cl4ch14-pooll 32.5%) quando comparado ao screen anterior (66cl4ch14-pool2 - 70%);
o numero de metastases obtidas ainda € significativo, sendo assim a MOI~3 continuou a ser

utilizada nos screens subsequentes.

shRNAs e genes-candidato a supressores de metdstase identificados através de

sequenciamento convencional

Apenas cinco de todas as metdstases esquematizadas na Figura 13 puderam ter a
sequéncia do shRNA identificada através de sequenciamento convencional (Tabela 7). Este
numero foi ligeiramente inferior do que o alcangado no screen anterior (20% contra 25%,

respectivamente).
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O screen 66cl4ch14-pLKO.1-pooll foi o Unico enviado para NGS, e esses dados

serdo apresentados mais tarde neste capitulo.



Tabela 7. shRNAs identificados em metdstases do screen 66cl4ch14-pooll através de sequenciamento convencional.
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Identificacio do

Animal/()rgﬁo grampo Sequéncia do Grampo mRNA Alvo
872.72 Costela A TRCNO0000012795 CCGGCCATCTCATGTCAAATGGAATCTCGAGATTCCATTTGACATGAGATGGTTTTT Cul5

872.72 Costela B TRCNO0000012795 CCGGCCATCTCATGTCAAATGGAATCTCGAGATTCCATTTGACATGAGATGGTTTTT Cul5

872.14 Mesentério TRCN0000026085 CCGGCAAGTACATCACCCAACTCTTCTCGAGAAGAGTTGGGTGATGTACTTGTTTTT Ccr4

872.44 Glandula mamdria | TRCN0000026085 CCGGCAAGTACATCACCCAACTCTTCTCGAGAAGAGTTGGGTGATGTACTTGTTTTT Ccr4

872.70 Linfonodo B TRCN0000012309 CCGGCGGTTCCTATTGCTCAGAAATCTCGAGATTTCTGAGCAATAGGAACCGTTTTT Diablo

Nota: Destacados em vermelho: o grampo contra Cul5 foi identificado em duas metdstases do mesmo animal.
Destacados em azul: o grampo contra Ccr4 foi identificado em duas metdstases oriundas de animais distintos.
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As andlises acerca da expressio de mCul5, mDiablo e mCCr4 em células
66¢cl4ch14-pLKO.1-NT através de RT-qPCR revelaram que apenas os dois primeiros sao
expressos, portanto, estes foram submetidos a andlises adicionais.

DIABLO (abreviagao do inglés para “Direct IAP Binding protein with Low PI”)
também conhecida como SMAC (abreviacao do inglé€s para “Second mitochondria-derived
activator of caspases”), ¢ uma proteina pro-apoptética. Quando translocada da mitocondria
para o citoplasma, esta proteina compete com as caspases -3 e -9 pela ligacdo com as IAPs
(proteinas inibidoras de apoptose), resultando na liberacdo de caspases, que clivardo entdo
seus substratos, induzindo a apoptose [27].

Culinas sd@o uma familia de proteinas que interagem diretamente com Rocl, sendo o
complexo Culina-Rocl consiste no modulo central de uma série de ubiquitina-E3-ligases,
conferindo assim especificidade de substrato e, portanto, regulando o processo de
degradacdo [28]. A culina-5 (Culd) estd localizada na regido cromossémica 11q22-23,
associada a perda de heterogeneidade em cancer de mama [29]. Esta é uma das razdes pelas
quais o gene Cul5 j4 € considerado um potencial gene supressor de tumor. Ainda, Cul5 tem
sido associada a mecanismos anti-proliferativos e anti-invasivos [30, 31].

Os dados do Oncomine sdo consistentes com a teoria de que Cul5 pode ter um papel
na progressao e metastase do cancer de mama. Este gene estd significativamente suprimido
tanto ao nivel de DNA, quanto ao de transcrito em cancer de mama invasivo, quando
comparado a tecido mamaério normal, e essa baixa expressdo parece ainda relacionada a

pior evolugdo clinica (Figura 14).
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Figura 14. Cul5 estd diminuido em canceres de mama agressivos e pode estar ligado a pior evolucdo clinica.
A. Cul5 esta diminuido ao nivel de DNA em amostras de carcinoma mamdrio ductal invasivo vs. sangue ou
tecido mamadrio normal; B. Cul5 esta diminuido ao nivel de RNA em carcinoma mamario invasivo vs. tecido
mamdrio normal. C. A expressdo de Cul5 estd ligeiramente diminuida em tumores de pacientes que
apresentaram evento metastdtico apds 3 anos em relacdo aqueles sem eventos; D. A expressdo de Cul5 estd
ligeiramente diminuida em tumores de pacientes que morreram 3 anos apdés o diagndstico em comparagio

aqueles que estavam vivos.
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Expressdo dos Candidatos em linhagens com diferentes potenciais metastdticos

Andlises da expressdo de mCul5 e mDiablo através de RT-qPCR em linhagens com
diferentes capacidades metastiticas (ndo, pouco e altamente metastiticas) revelaram
diminui¢do na expressdo particularmente do mCul5 em linhagens celulares mais
metastaticas, embora mDiablo também tenha exibido certo grau de subexpressdo nas

linhagens mais agressivas (Tabela 8).

Tabela 8. Expressao relativa (%) de mRNA dos candidatos do screen 66cl4ch14-pLKO.1-

pooll
Cul5 Diablo
67NRchl 75,32685047 83,12435375
66cl4ch14 100 100
4T1chS 38,26166897 66,35308967
4T1ch9 32,32802413 60,24642756

4T1BM2chl1bri 34,09706756 51,40504434

4T1.2Neo m-Cherry 26,89495938 ‘ 62,28610528
4T1.13ch5T1 46,2590597 ‘ 81,43570866

Combinando estas evidéncias, tanto Cul5, quanto Diablo continuam bons candidatos

para anélises subsequentes.

Resultados preliminares do sequenciamento de proxima geracdo (NGS)
As 30 amostras enviadas para NGS, com informagdes referentes a sua carga tumoral

relativa e concentracdo do DNA gendmico estdo listadas na Tabela 9.
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Tabela 9. 66¢cl4ch14 pLKO.1-pooll imfp (Exp. 872) — amostras para NGS (Sug DNA cada)

Amostra RTB (%) | [IDNA] ng/ul.| Volume para Sug
1 66cl4ch14-pooll 100% 64,9 77,04
2 872.22 PT 100% 223226 2,24
3 872.40 PT 100% 2757,31 1,81
4 872.41 PT 100% 1959,47 2,55
5 872.43 PT 100% 1769,33 2,83
6 872.53 PT 100% 1451,98 3,44
7 872.63 PT 100% 1289,45 3,88
8 872.70 PT 100% 1952,36 2,56
9 87222 L 79.3% 1454.,9 3,44
10 872.40 L 6.6% 464,2 10,77
11 87241 L 45% 954,66 5,24
12 87243 L 6.1% 698,61 7,16
13 872.53 L 21.5% 501,71 9,97
14 872.63 L 7.3% 440,66 11,35
15 872.70 L 7.5% 500,18 10,00
16 872.22 he 77.4% 987,5 5,06
17 872.22 Th 100% 972,4 5,14
18 872.43 Th 66% 2196 2,28
19 872.53 Th 90.8% 1632 3,06
20 872.22 ov 29.7% 461,7 10,83
21 872.43 ov 94.9% 869,8 5,75
22 872.43 LN 100% 1478,8 3,38
23 872.70 LN1 74.1% 127,5 39,22
24 872.70 LN2 100% 2204,3 2,27
25 87240 F 3.1% 137,5 36,36
26 872.63 F 3.1% 315,7 15,84
27 872.22 SP 1.45% 397,3 12,58
28 872.43 SP 0.4% 330,9 15,11
29 872.53 SP 13.2% 424,1 11,79
30 872.70 SP 0.9% 361,6 13,83

Compilagdes dos dados mais importantes obtidos através da NGS estdo nas paginas
subsequentes.

As Tabelas 10, 11, 12, 13 e a Figura 15 demonstram o nimero total de leituras
(reads), o nimero total de shRNA detectados (shRNA>1) e o niimero de shRNAs para os

quais houve mais do que mil reads (sShRNA>1000) em cada amostra.



Tabela 10. Numero de reads obtidos durante o NGS nas células transduzidas e tumors primarios

Referéncia/Amostra | 66cl4ch14_pooll 872.22_PT |872.40_PT |872.41_PT |872.43_PT |872.53_PT |872.63_PT |872.70_PT

Total de reads 808944 3462264 5147666 541683 1365895 5621818 5038640 2116979
shRNAs (>0) 7032 3408 3778 2410 2506 4862 3932 3280

shRNAs (>=1000) 85 284 412 77 132 314 264 251

Tabela 11. Numero de reads obtidos durante o NGS nas amostras de pulmao

Referéncia/Amostra |872.22 1. |872.40_L |872.41_L 872.43_L 872.53_L. |872.63_L |872.70_L

Total de reads 889352 14313215 | 2413221 2431602 367479 5631482 6295154

shRNAs (>0) 2024 4340 3308 2961 1707 3372 3570

shRNAs (>=1000) 23 68 36 36 18 50 42

Tabela 12. Numero de reads obtidos durante o NGS nas metastases (I)

Referéncia/Amostra | 872.22_he 872.22_Th |872.43_Th |872.53_Th |872.43_LN |872.70_LN1 |872.70_LN2 |872.22_ov |872.43_ov
Total de reads 1035255 254880 3875909 6103314 7846182 8391317 7501079 4261837 589347
shRNAs (>0) 2167 1386 2943 4037 3628 3874 3798 3490 1792
shRNAs (>=1000) 25 19 32 37 36 49 38 41 18
Tabela 13. Numero de reads obtidos durante o NGS nas metastases (II)

Referéncia/Amostra |872.40_F |872.63_ F |872.22 SP |872.43_SP |872.53_SP |872.70_SP

Total de reads 7005267 1321987 13416483 6393535 9342978 9219772

shRNAs (>0) 3723 2336 4198 3628 3847 3669

shRNAs (>=1000) 38 27 60 37 44 39
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N.B. O nome das amostras consiste no nimero do experimento . nimero da camundonga _ érgdo. PT= tumor primdrio, L=Pulmdes(Lungs), he=cora¢do(heart),
Th=Térax(thorax), LN=Linfonodo(lymph node), ov=0Ovério(ovary), F=Fémur(fémur), SP=Coluna vertebral(spine).
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Figure 15. Dados do NGS: Nimero total de leituras e niimero de espécies de shRNAs que atingiram mais de mil leituras por amostra. Significado das legendas do
eixo X: pooll=células 66cl4ch14-pLKO.1-pooll; 2-8=Tumores primdrios (camundongas 22, 40, 41, 43, 53, 63 e 70, respectivamente); 9-15=Pulmdes
(camundongas 22, 40, 41, 43, 53, 63 e 70, respectivamente); 16-30=outras metdstases; 16: coracdo (camundonga 22), 17-19: térax (camundongas 22, 43 e 53),
20-22: linfonodo (camundongas 43 e 70*2), 23-24: ovérios (camundongas 22 e 43), 25-26: fémur (camundongas 40 e 63), 27-30: coluna vertebral (camundongas
22,43,53¢70).

Complexity
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A complexidade inicial nas metdstases foi muito mais alta do que a esperada, e esta
foi uma das razdes pelas quais uma linha de corte acima de mil leituras foi estabelecida,
tentando assim selecionar os genes cuja supressao nao apenas fez as células migrarem para
um oOrgdo distante, mas também foi capaz de estabelecer um tumor naquele local.

A Figura 16 aponta os principais genes-alvo identificados através dos shRNAs
presentes nas diferentes amostras, baseados em caracteristicas como o nimero de leituras,
multiplicidade da ocorréncia de cada grampo e aumento na contagem de leituras quando
comparados aos tumores primdrios. Genes apresentados dentro de quadrantes com bordas
correspondem a grupos de genes cujos shRNAs provavelmente estavam na mesma célula,
uma vez que apareceram com clusters em diferentes metdstases, apresentando entre eles

numeros de leitura sempre muito semelhantes (dentro de cada amostra).
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Figura 16. Principais genes-alvo identificados nas diferentes metdstases. Os quadrantes contém os alvos para
os quais acredita-se que os ShRNAs estdo na mesma célula.
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Compilando estes dados (Figura 17), é possivel selecionar os melhores candidatos
baseando-se no NGS e nas andlises de descomplexacdo, os quais deverdo ser validados
posteriormente, sendo o primeiro passo a avaliagdo de suas expressdes através do
sequenciamento de RNA. Os melhores candidatos, até este ponto foram: Rorb, Nr1d1, Atm,
Opn4, Diablo, Ptprr, Dbcl, Mad212, H13, Ptprs, Smurf2, Lta4h e Uchl3.

Diablo e Atm foram identificados na camundonga 70, em uma metistase no
linfonodo. Curiosamente, Diablo ja tinha sido identificado netas mesma amostra através do
sequenciamento convencional. A presenca de que mais de um shRNA, em niveis
considerdveis (reads>1000), e com sequéncias muito distintas, e apenas um deles aparecer
no sequenciamento convencional foi completamente inesperado, de fato, nao acreditdvamos
que fosse possivel. Talvez, isso seja devido a alguma vantagem de amplificacdo de alguns
shRNAs sobre outros.

Rorb, o candidato a gene supressor de metdstase de maior confiabilidade obtido
neste trabalho, também emergiu como o melhor candidato em experimentos prévios do
nosso grupo: um arrayCGH (Agilent Mouse 105K) para CNV (copy number variation,
variacdes ao nivel de DNA -> delecdes, duplicagdes, etc), associado a outro array
(Affymetrix) para perfis de expressdo génica, ambos conduzidos nas células dos tumores
derivados do modelo 4T1 com diferentes potenciais metastiticos in vivo. Rorb, altamente
expresso em 67NRchl e 66cl4chl4, esta praticamente ausente nas demais linhagens, com
maior capacidade metastatica.

RORB, codificado por Rorb, tem sido descrito como envolvidos na regulagdo do
ciclo circadiano e desenvolvimento e maturacdo da retina. A subfamilia dos receptores
orfaos do 4cido retindico, que consiste nos subtipos RORa, -f, € —y, integram um grupo de
receptores nucleares de fatores de transcri¢do para os quais ainda ndo foram identificados
ligantes. Os RORs tém fungdes criticas na regulacdo de uma série de processos fisiolégicos
e patoldgicos, incluindo resposta a hipéxia, metabolismo celular, ciclo circadiano e cancer
[32].

Outro candidato muito interessante e promissor € Nrldl, uma vez que dois
diferentes shRNAs contra este gene foram identificados no screen. O receptor nuclear Rev-

erba (NR1D1), também estd envolvido em vias metabdlicas e do reldgio bioldgico.
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Originalmente classificado como receptor nuclear 6rfao, NR1DI € na verdade um receptor
para heme e promove repressdo da transcri¢do. Este gene, atuando como sensor na
manutencdo da homeostase da heme, influencia processos metabdlicos e circadianos
afetados pela concentragdo de heme, tais como metabolismo celular oxidativo [33]. Ainda,
existem evidéncias de que ambos, NR1D1 e RORs, tenham papéis centrais na coordenacao

de processos metabdlicos e circadianos [34].
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Figura 17. Sumdrio dos Principais Candidatos a Supressores de Metédstase com base no NGS.



178

Dados combinado do NGS e do RNA-seq para a selecdo de geens candidatos a
supressores de metdstase

Os dados relativos ao RNA-seq também foram muito tteis uma vez que o nimero de
possiveis candidatos obtidos nos screens foi superior ao esperado inicialmente, o que
tornou a execucao de RT-qPCRs para cada alvo individual invidvel.

As células tumorais submetidas ao RNA-seq consistiram nas duas linhagens
empregadas nos screens, além de outra linhagem de baixo potencial metastético (4T1chS) e
uma linhagem de alto potencial metastatico (4T1.13ch5T1), cobrindo essencialmente todos
os niveis metastaticos destas linhagens.

Usando os dados do RNA-seq nos candidatos obtidos através do NGS do screen

66c¢cl4ch14-pLKO.1-pooll, sumarizamos a classificagdo final dos genes-candidato na Tabela

14.

Tabela 14. Classificacdo dos Candidatos do screen 66¢cl4ch14-pLKO.1-pooll.

Classificacdo | Al A2 B C D
Nri1d1 Fadd Dbcl Rnf7
Ccend3 Diablo Manlcl |Opn4
Gabbrl |Am Prpsl Smurf2
Adk Mad2l2 | Ccr4 Gprl28
Candidato Rorb Ptprs Pskhl Htr2a Olfr722
Ltadh Bdkrbl Gpr4 Olfr733
Gprll0 | Ptprr Olfr1263
Capn7 Bace2
Uchl3 H13
Ctsc

Nota: Al  Dados do NGS, Affy Exon (Microarray) e RNA-Seq consistentes com supressdo de metastase
A2 Dados do NGS e RNA-Seq consistentes com supressio de metastase
B Dados do NGS consistentes com supressdo de metéstase; RNA-seq = padrdao de expressdo
pouco ou ndo consistente com o padrao metastatico
C Expressdp baixa ou ausente nas células parentais (66cl4sh14) OU dados do RNA-Seq/Affy
exon inconsistentes com supressao de metastase
D Nao mapeados

Sintetizando, aparentemente este screen revelou 01 candidato muito bom, de
altissima confiabilidade (Rorb), 06 bons candidatos (Nrld1, Ccnd3, Gabbrl, Adk, Ptprs e

Ltadh), além de 09 outros possiveis candidatos, mas de menor confiabilidade (Fadd,
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Diablo, Atm, Mad212, Pskh1, Bdkrbl, Gpr110, Capn7 e Uchl3) e ainda 17 possiveis falso-
positivos.
A Figura 18 mostra a expressdo dos candidatos classificados como “A” (Tabela 14)

nas células das quatro linhagens analizadas através de RNA-seq.
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Figura 18. Numero de leituras (reads) do mRNA dos candidatos de maior confiabilidade em células com
variados graus metastaticos separadas de tumores imfp através de FACS.

Uma breve revisdo da literatura demostra evidéncias bioldgicas de que, em adi¢do a
Rorb e Nrld1 todos os demais candidatos classificados como “A” na Tabela 14 podem ter
participacao no processo metastitico, como descrito a seguir.

Ccnd3 codifica a Ciclina D3. Ciclinas regulam o ciclo celular através da ligacdo e
ativacdo de cinases ciclina-dependentes (Cdks) [35]. Ciclinas tipo D conectam sinais
extracelulares a maquinaria bioquimica que governa a progressdo através da fase Gl.
Induzidas por fatores de estimulacdo do crescimento, elas ligam-se as cinases dependentes
de ciclina CDK4 e CDK6, formando holoenzimas que facilitam a transi¢ao da fase G1 para
a fase S através da fosforilacdo de seus substratos-chave, incluindo a proteina RB [36]. Os
niveis de expressdo da ciclina D3 entre os tumores é heterogénea, e sua repressdo ja foi
relacionada tanto a pior quanto a melhor evolugdo clinica, uma vez que esta ciclina tem
papel duplo na proliferacdo e diferenciacdo em tecidos normais € em algumas condi¢des
neoplésicas [37]. Ja foi relatado que baixa expressdao de ciclina D3 estd relacionada a

aumento na sobrevida em cancer de laringe e mama [38].
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Gabbr1 codifica a proteina GABABg1, que integra o receptor metabotrépico GABA B,
um receptor heterodimérico associado a proteina G, que consiste em dois dominios
protéicos: GABAg1 ¢ GABARg>. Enquanto o dominio extracelular GABAg; € capaz de se
ligar ao neurotransmissor exégeno (GABA), bem como a seus agonistas e antagonistas,
GABAB?, o dominio intracelular estd acoplado 4 proteinas-G que regulam as atividades dos
canais de Ca’" e de K*, da adenilil ciclase, ou da fosfolipase C. Estudos sugeriram papel
inibitério da ativacdo do receptor GABAp no desenvolvimento tumoral, inibindo a
proliferacdo e a migracao em diversos tipos de células tumorais humanas [39].

Adk codifica a enzima adenosina cinase, uma fosfotransferase responsdvel pela
conversdao da adenosina em 5'-adenosina-monofosfato, controlando assim o equilibrio de
adenosina. A adenosina exerce funcdes esséncias, atuando como regulador metabdlico e
homeostitico, sendo um metabodlito primordial regulador de reagdes bioquimicas e
enzimdticas que interligam mecanismos bioenergéticos a epigenéticos. Disfuncdes na Adk
estdo envolvidas em diversas doencas, incluindo diabetes, epilepsia e cancer [40]. Baixa
atividade da Adk ja foi relatada em modelos xenograficos de melanoma [41].

Ptprs codifica o receptor proteina tirosina fosfatase sigma (PTPsigma), membro de uma
familia de proteinas integrais de membrana relacionadas a antigeno de leucécito (LAR).
Diversas evidéncias sugerem que Ptprs poderia estar envolvido na progressao do cancer e
na metdstase, uma vez que Ptprs frequentemente estd deletado em cancer de cabeca e
pescoco [42] e em camundongos knockout para PTPsigma foi observado aumento na
regeneragdo nervosa e dos erros direcionais apds injuria do nervo cidtico [43].

O dltimo candidato da lista é Lta4h — leucotrieno A4 hidrolase, que é uma enzima
bifuncional, trabalhando como hidrolase e aminopeptidase. No primeiro caso, LTA4H
catalisa a hidrdlise de LTA4 a LTB4, que atua na quimioatracdo e ativacdo de células
inflamatérias. No segundo caso, LTA4H pode processar peptideos relacionadas a
inflamacdo e defesa do hospedeiro [44]. Embora a maioria dos estudos demonstre papel

inibitério de Ltadh no desenvolvimento tumoral, talvez, uma vez estabelecido o tumor,

quedas nos niveis de Lta4h levem ao escape imunoldgico, facilitando a metéstase.
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Screen com Subpool-3 em 66¢cldchi4

Incidéncia de Metdstases

Visando reduzir o nimero de células carregando multiplos insertos, porém sem
reduzir a complexidade da biblioteca, para o screen 66¢cl4ch14-pool3 também foi mantido o
MOI~3, que novamente mostrou-se efetivo para promog¢do do aparecimento de metdstases
in vivo. Em suma, dez de quarenta camundongas apresentaram ao menos uma metistase
ndo-pulmonar, sendo estas localizadas no coracdo, costelas, diafragma, rim, musculo
esquelético, tecido subcutaneo, glandula mamadria contralateral, coluna vertebral, e ainda,
duas metdstases no cérebro, um sitio muito pouco provével para o estabelecimento de

lesdes secunddrias neste tipo de linhagem (66cl4ch14) (Figura 19).

> m
Y

Figura 19. Distribuicdo de metastases visiveis (vermelho) e de micrometdstases (verde) apos injegdo de
66cl4ch14-pLKO.1-pool3 imfp.
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shRNAs identificados e candidatos a supressores de metdstase
Como ocorrido anteriormente, algumas das metédstases obtidas foram multiclonais/com
insertos multiplos, impossibilitando a identificacdo dos shRNAs presentes nestas amostras
a partir de sequenciamento convencional, o dnico método empregado para este screen
(66cl4ch14-pool3) até a presente data. Contudo, a quantidade de amostras cujo shRNA nao
pode ser sequenciado pelo método Sanger neste screen foi menor (53%) do que no screen
anterior (66cl4ch14-pooll - 80%).
A lista com todas as metdstases, RNAs-alvo e sequéncias dos shRNAs, esclarecidas

para este screen estdo na Tabela 15.



Tabela 15. shRNAs identificados em metdstases do screen 66cl4ch14-pool3
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Identificacdo  do

mRNA Alvo

Animal/()rgﬁo grampo Sequéncia do Grampo

889.2 rim TRCNO0000066650 | CCGGACAGGGAAGTTCACCTGTGAACTCGAGTTCACAGGTGAACTTCCCTGTTTTTTG Clqc

889.2 misculo TRCNO0000078817 | CCGGGTCCGAATGAATATCAACCATCTCGAGATGGTTGATATTCATTCGGACTTTTTG 4930433N12Rik
889.23 misculo | TRCN0000066245 | CCGGTGGAAGATTATCCCGGTCATACTCGAGTATGACCGGGATAATCTTCCATTTTTG Cd40

889.41 musculo | TRCN0000068265 | CCGGGCCGAGACAATGTATGACAAACTCGAGTTTGTCATACATTGTCTCGGCTTTTTG Gdnf

889.44 costela TRCNO0000068120 | CCGGCGTGTTTGACATCAGTGCCTTCTCGAGAAGGCACTGATGTCAAACACGTTTTTG Gdf5

889.61 coracdo TRCN0000067176 | CCGGCGCATCATCCATATCAATGAACTCGAGTTCATTGATATGGATGATGCGTTTTTG Epor

889.64 costela TRCNO0000066855 | CCGGCTTTCGCAGCACACCCGTCTTCTCGAGAAGACGGGTGTGCTGCGAAAGTTTTTG n17d
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O préximo passo foi verificar se os genes Clqc, Cd40, Gdnf, Gdf5, Epor and I117d
estdo expressos em células parentais 66cl4ch14 através de RT-qPCR.

Os ensaios revelaram que todos os alvos, com excecdo de Gdnf j4 seriam possivelmente
ndo-expressos em 66¢cl4chl4. Os genes Cd40 e 1117d precisam ser investigados mais a
fundo, uma vez que os primers utilizados, embora validados, ndo foram especificos na
amostra de embrido de Balb/C, usada como controle positivo (Figura Suplementar 2).
Andlises adicionais utilizando outra amostra como controle positivo e/ou ainda um par de
primers diferentes, ou andlises de RNA-seq serdo necessdrias para confirmar se estes dois
genes (Cd40 e 1117d) sdo ou ndo expressos em células 66¢cldch14.

Curiosamente, experimentos anteriores realizados pelo Grupo de Pesquisa em
Metéstase do Peter MacCallum Cancer Centre (dados ainda ndo publicados), envolvendo
avaliacdo do perfil de expressdo génica em linhagens ndo/pouco/altamente metastaticas
através de microarrays, revelou que enquanto Gdnf € altamente expresso em células
niao/muito pouco metastdticas (67NRchl e 66¢l4chl4, respectivamente), sua expressdo cai
drasticamente em todas as demais linhagens, que apresentam maior potencial metastitico

(Figura 20).
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Figura 20. Dados do Perfil de Expressdo de Gdnf (microarrays) demosntrando perda de expressdo em
linhagens metastaticas.
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Gdnf, ou fator neurotréfico derivado de células gliais, foi originalmente identificado
como fator de sobrevivéncia para neurdnios dopaminérgicos cerebrais, também sendo
relacionado, posteriormente a sobrevivéncia e regulacdo da diferenciacdo de populagdes
neurais tanto cerebrais, quanto periféricas. Foi descrito ainda que Gdnf tem papéis criticos
fora do sistema nervoso, tais como regulacdo da morfogénese renal e da espermatogénese,
entre outras funcoes [45, 46].

O nédulo metastéatico que continha o sShRNA contra Gdnf estava localizado no musculo
esquelético, mais precisamente no gastrocnémico. Dentro do contexto deste modelo de
metdstase, um ndédulo com apresentando-se neste local tem coeréncia, uma vez que células
de cancer de mama expressdo o receptor CXCR4, cujo ligante (CXCL12) é expresso em
alguns tecidos, incluindo musculo esquelético, o que pode ter atraido esta “célula recém
metastatica” para este tecido em particular [47].

Combinado assim os dados de microarray e do screen, Gdnf emerge como forte

candidato a gene supressor de metdstase e estd sendo investigado em maior detalhe.

Screen com Subpool-4 em 66cldchl4

Incidéncia de Metdstases
Ao final deste screen, um total de treze em quarenta animais apresentou metastases
em Orgdos como coracdo, tecido subcutineo, glandula adrenal, osso zigomatico, esterno,

musculo esquelético e quadril (Figura 21).
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Figura 21. Distribui¢@o de metdstases visiveis apds inje¢do de células 66cl4ch14-pLKO.1-pool4 imfp.

Inusitadamente, nenhum destes treze animais apresentaram nddulos pulmonares, ao
contrdrio do que foi observado para todos os demais screens quem empregaram células
66cl4ch14. Metéstases pulmonares sdo comuns em camundongas implantadas com células
66¢ldchl4, e por essa razdo, ndo sao conduzidos qPCRs para mCherry nestes screens, uma
vez que certamente os pulmdes apresentariam eventos multiclonais, ndo podendo ser
elucidados por sequenciamento convencional.

Entdo, embora metédstases pulmonares ndo tenham sido visiveis nestes animais,
provavelmente eles teriam neste estdgio, micrometastases detectdveis através de qPCR,

contudo as reagdes ndo foram realizadas, e assim isso nao foi demonstrado.
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Outra particularidade deste screen foi que embora diversos nddulos visiveis tenham
sido identificados em diferentes 6rgdos e tecidos, ndo foram detectadas micrometéstases em

fémures e colunas vertebrais.

shRNAs identificados e candidatos a supressores de metdstase

Mais uma vez, a ocorréncia de metdstases multiclonais permitiu que cerca de 70% dos
nédulos encontrados neste screen (66cldchl4-pool4) tivessem o shRNA identificado
através de sequenciamento convencional (Tabela 16). Este foi o screen com o menor
nimero de metéstases cujo grampo de RNA ndo pode ser identificado (30%, comparado a

80% em 66¢ldch14-pooll e 53% em 66¢cl4ch14-pool3).



Tabela 16. shRNAs identificados em metdstases do screen 66cl4ch14-pool4
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Identificacdo  do

Animal/()rgﬁo grampo Sequéncia do Grampo mRNA Alvo
892.20 tecido subcut. | TRCN0000086380 | CCGGCCTGAGTTGAACGCACCATTTCTCGAGAAATGGTGCGTTCAACTCAGGTTTTTG Dmrt2
892.31 coracdo TRCN0000082178 | CCGGGCCTGCTCTTTATCAAATCTACTCGAGTAGATTTGATAAAGAGCAGGCTTTTTG Sp6

892.43 zigomdtico TRCN0000087935 | CCGGCGCCTTGCTAATACCATAATTCTCGAGAATTATGGTATTAGCAAGGCGTTTTTG Spin2
892.50 musculo TRCN0000087787 | CCGGCACCTCAATTATACCAAGATTCTCGAGAATCTTGGTATAATTGAGGTGTTTTTG Mapre3
892.51 esterno TRCN0000086380 | CCGGCCTGAGTTGAACGCACCATTTCTCGAGAAATGGTGCGTTCAACTCAGGTTTTTG Dmrt2
892.53 musculo TRCN0000081264 | CCGGCCTCGATGTATGTGGTGATGACTCGAGTCATCACCACATACATCGAGGTTTTTG Ppplrl6a
892.61 gland. adrenal | TRCN0000081897 | CCGGCAACTCTGATACTCCAGTCCTCTCGAGAGGACTGGAGTATCAGAGTTGTTTTTG Dmrtc2
892.70 quadris TRCN0000087969 | CCGGCCTGTCTCGCAAGAGCATAAACTCGAGTTTATGCTCTTGCGAGACAGGTTTTTG Abi3

892.72 musculo TRCN0000082173 | CCGGGCCTTAAACGACACCAGGAAACTCGAGTTTCCTGGTGTCGTTTAAGGCTTTTTG Zfpll

Nota: Destacados em vermelho: o ShRNA contra Dmrt2 foi identificado em duas metéastases em animais distintos.
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Seguindo com os experimentos de validacdo, a expressao de Dmrt2, Mapre3, Dmrtc2 e
Abi3 mRNA foi acessado através de RT-qPCR em células 66cl4ch14-pLKO.1-NT.

Surpreendentemente, nenhum destes alvos é expresso pelas células parentais, mesmo
Dmrt2, encontrado duas vezes no screen. Sobretudo nesse caso (Dmrt2), mas talvez nos
outros também, o fenétipo observado pode ser devido a efeitos off-rarget. O sitio de
insercdo do lentivirus € aleatério, sendo assim, se este € inserido em um local —
independente de qual seja a sequéncia do shRNA nele contido — um gene com alguma
atividade relacionada ao aumento do potencial metastitico pode ser perturbado (ativado ou
silenciado), levando assim a formacdo de uma metastase. Existem de fato diversos estudos

que empregam perturbacdo de DNA através da insercdo de transposons visando identificar

vias e genes ligados a tumorogénese [48, 49, 50].

Screen com Subpool-2 em 67NRchl

Os screens realizados empregando-se cé€lulas 66cl4ch14 mostraram-se bastante efetivos
em termos de obten¢do de metéstases para posteriores andlises, no entanto ocorreram
alguns falso-positivos. Por essa razdo decidimos realizar outro experimento: um screen
utilizando a linhagem nao-metastatica 67NRchl transfectada com pLKO.I-pool2, para
assim ver se esta interferéncia seria capaz de promover um aumento na incidéncia de

metastases mesmo nesta linhagem.

Incidéncia de Metdstases
Totalizando, nove dentre quarenta camundongas apresentaram ao menos uma
metdstase, localizada em O6rgdos como pulmdes, linfonodos, costelas, fémur e coluna

vertebral (Figura 22).



190

s TR

F

J/-'

-
F

N

. 73
. 80
J/—

.94

&

Figura 22. Distribuicdo de metastases visiveis (vermelho) e micrometéstases (verde) apds a injecdo
de células 67NRch1-pLKO.1-pool2 imfp.

Notavelmente, os pulmdes da camundonga #80 estavam completamente tomados
por metéstases (Figura 23) de uma forma que nunca havia sido observada antes para este
tipo de linhagem (67NRchl). Sendo assim, estes pulmdes foram dissecados, tentando-se
separar os nddulos principais, uma vez que era altamente provavel que este fosse um evento

multiclonal.

Figura 23. Pulmdes severamente comprometidos for metastases: cmundonga# 80 ap6s 67NRch1-pLKO.1-
pool2 imfp.
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shRNAs identificados e candidatos a supressores de metdstase
Oito das metastases apresentadas na Figura 22 (62%) tiveram a sequéncia do inserto
lentiviral elucidada através de sequenciamento convencional, incluindo as seis amostras

dissecadas dos pulmdes do animal #80 (Tabela 17).



Tabela 17. shRNAs identificados em metastases do screen 66cl4ch14-pool4
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Identificacao  do

Animal/()rgﬁo grampo Sequéncia do Grampo mRNA Alvo
860.34 fémures TRCN0000039540 | CCGGCGCAGCATAAAGACAGATCGACTCGAGTCGATCTGTCTTTATGCTGCGTTTTTG Mnatl
860.41 costela TRCN0000039520 | CCGGGTCCTATTTGTCTGGAGCTTTCTCGAGAAAGCTCCAGACAAATAGGACTTTTTG Midl

860.41 coluna vertebral | TRCN0000012565 | CCGGCCAGCAAGTATTGTCCTATTTCTCGAGAAATAGGACAATACTTGCTGGTTTTT Bmil

860.63 pulmdes TRCN0000054742 | CCGGGCATGTCTTCTACATCGACTACTCGAGTAGTCGATGTAGAAGACATGCTTTTTG Snd1

860.72 pulmoes TRCN0000034457 | CCGGCCCGCTTTGTGCGCTCTGAATCTCGAGATTCAGAGCGCACAAAGCGGGTTTTTG Rgs5

860.73 linfonodo TRCN0000054831 | CCGGCTACCACAAGTACAAGGCAAACTCGAGTTTGCCTTGTACTTGTGGTAGTTTTTG Rpl8

860.80 pulmoes TRCN0000033060 | CCGGCGGACCTGCTAAGGAAATATACTCGAGTATATTTCCTTAGCAGGTCCGTTTTTG Stambpl1
860.80 coluna vertebral | TRCN0000033060 | CCGGCGGACCTGCTAAGGAAATATACTCGAGTATATTTCCTTAGCAGGTCCGTTTTTG Stambpl1

Nota: Destacados em vermelho: o shRNA contra Dmirt2 foi identificado em duas metéastases em diferentes 6rgdos do mesmo animal.
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Como procedimento-padrdao, o proximo passo envolveu RT-qPCRs para a

verificacio do status

de expressdo desses

possiveis

candidatos nas células

parentais/transduzidas com shRNA sem alvo (67NRch1-pLKO.1-NT).

Para selecionar os melhores candidatos, consideramos as seguintes informacdes:

e A expressdo de mRgs5 (regulador da sinalizagdo e proteina-G 5), bem como a de

mMidl (midline 1) ndo foi detectada nas células parentais;

e Rpl8 (Proteina Ribossomal L8) é um componente do ribossomo, sendo até mesmo

utilizada, em alguns casos, como gene housekeeping, o que torna muito pouco

provavel que este seja um gene supressor de metéstase;

e Bmil (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1) estd bem caracterizado como

oncogene, € embora alguns genes ja tenham sido apontados como tendo dois papéis,

como oncogenes e supressores de metastase, estd condi¢do € muito rara [51].

Com relagdo aos genes identificados submetidos a andlise da expressdo em linhagens

com diferentes potenciais metastiticos, como apresentado na Tabela 18, a expressdo de

mSnd1 decaiu em linhagens mais agressivas, enquanto a expressao de mMnatl hora decaiu,

hora permaneceu inalterada. Por outro lado, a expressdo de mStambpll e de mBmil ndo

apresentaram um padrao de expressdo claro e consistente ao longo das linhagens, estando

hora estaveis, hora superexpressos e hora levemente subexpressos.

Tabela 18. Expressdo Relativa (%) de mRNA dos candidatos do screen 67NRch1-pKO.1-

pool2
Stambpll | Mnatl Sndl Bmil
67NRchl 100 100 100 100
66cl4ch14 138,6894 | 144,6003 | 99,81864 | 213,119
4T1ch5 207,7749 | 66,07166 | 25,84137 | 83,94358
4T1ch9 80,70431 | 51,41449 | 17,09557 | 91,62236

@)
()
N




194

A proteina SN tudor (SND1) é um co-ativador da transcricdo que se liga a
componentes do spliceossomo, conectando assim a transcri¢do e o splicing. Ainda SNDI1 €
um componente do complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), mecanismo
utilizado pelos shRNAs e microRNAs para degradacio de mRNAs especificos,
promovendo o knockdown [52, 53]. Assim, uma vez que a eficdcia do knockdown nao pode
ser checada (o shRNA contra Sndl foi encontrado em uma pequena metdstase pulmonar
processada para obtencdo de gDNA), além da possibilidade de que ele seja um gene
supressor de metastase, outras duas hipéteses podem ser levantadas: ou Snd1 seria um falso
positivo; ou, devido a quedas na sua expressao, o complexo RISC ndo poderia ser montado
em quantidades suficientes, e, genes promotores de metédstase que estariam normalmente
nao/pouco expressos em células 67NRchl tornar-se-iam mais expressos, possibilitando a
ocorréncia de metéstases. Para esclarecer essas hipoteses, serd necessdria a transducdo de
células 67NRch1 com pLKO.1-Snd1shRNA, para entdo avaliar tanto a eficdcia do grampo
para geracdo do knockdown, quanto aumento da incidéncia de metastases in vivo.

Mnatl, “ménage a trois 17, foi inicialmente identificado como um dos componentes
da cinase-ativadora de cinase ciclina-depentente (CAK), controlando sua estabilidade e
especificidade. MNAT1 possui trés dominios que podem interagir com diversas proteinas,
entre elas fatores de transcricao, tais como o fator geral de transcri¢do TFIIH. Sendo assim
Mnatl esta envolvido tanto na regulacdo do ciclo celular, quanto da transcricdo [54].
Estudos também mostraram que MTAT1 (proteina associada a metéstase 1), um correpressor,
tem atividade inibitéria contra acdo mediada por Mnatl/CAK em células de cancer de

mama [54], evidenciando que Mnatl pode estar envolvido no processo de metastase.

STAMBPLI
Devido ao fendtipo metastitico muito impressionante observado no animal no qual
o shRNA contra Stambpll foi identificado, este gene foi escolhido como o primeiro
candidato oriundo deste screen para ser analisado de maneira mais aprofundada.
Stambpll, STAM-binding protein-like 1, é uma deubiquitinase que interage com
STAM (signal transducing adaptor molecule) e estd evolvida na repressdo da expressao do
receptor para o fator de crescimento epidérmico, dentre outras fungdes [55]. Stambpll age

sobre cadeias de poliubiquitina K-63-ligadas, que exercem func¢io importante na transducao
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de sinais, reparo de DNA, trifico e degradacio de proteinas [56]. A diferentes
deubiquitinases tém se atribuido tanto atividades oncogénicas, quanto supressoras de tumor,
variando com o tipo de tecido e estdgio tumoral [57].

Reducdo na expressdo de Stambpll ao nivel de DNA e RNA tem sido associada a
carcinomas agressivos e pior progndstico em humanos (ONCOMINE, Figura 24). Embora
haja poucas amostras nos dados relativos a evolucdo clinica, juntos, os dados recuperados

do ONCOMINE apoiam nossos achados e suposicoes.
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Figura 24. Stambpl1 estd reduzido em amostras de cincer de mama humano. A. mStambpl!1 estd reduzido em
carcinoma mamadrio ductal invasivo, quando comparado a tecido mamario normal. B. O nivel de DNA para
Stambpl! estd reduzido em carcinoma mamadrio ductal invasivo, quando comparado a tecidos normais. C.
Pacientes com carcinoma mamadrio ductal invasivo que morreram 1 ano apds o diagnéstico, apresentaram
Stambpl1 tumoral reduzido (ao nivel de DNA) em relagdo aqueles que continuaram vivos. D. Pacientes com
carcinoma mamdrio ductal invasivo que apresentaram evento metastitico 5 anos apdés o diagndstico,
apresentaram Stambpll tumoral reduzido (ao nivel de DNA) em comparacio aqueles que ndo apresentaram

evento metastatico.
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No caso das metdstases nas quais o sShRNA contra Stambpl1 foi identificado, por se
tratarem de nddulos grandes, foi possivel processd-los tanto para obtencdo de gDNA,
quanto para lisado de proteina, para posterior analise do knockdown através de Western
blotting. Contudo, o anticorpo disponivel comercialmente para esta proteina nio foi
especifico. Assim, a tunica opg¢do foi a obtencdo de particulas pLKO.1-Stambpll,
transducgdo das células e verificacdo da queda na expressado através de RT-qPCR.

A expressdo de mStambpll no montante geral de células transduzidas decaiu para
menos da metade, em relagdo as células 67NRchl-pLKO.1-NT (expressdo relativa:
43.39%), prosseguiu-se entdo a clonagem de célula dnica para a selecio dos melhores
knockdowns a serem utilizados nos ensaios in vivo para validacao.

Quatro clones, cuja expressdo estd demonstrada na Figura 25, foram combinados
(mesmo numero de células para cada clone) e injetadas na glandula mamadria de

camundongas Balb/C.
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Figura 25. Expressdo de mStambpll em clones de células individuais de 67NRchl-Stambpllkd em
comparagdo a células 67NRch1-NT P(H1)=0.000. A. Clonel: 0.208 (Erro Padrdo: 0.175 - 0.238); B. Clone4:
0.261 (Erro Padréao: 0.227 - 0.303); C. Clonel0: 0.163 (Erro Padrao: 0.135 - 0.226); Clonell: 0.179 (Erro Padrao:

0.139 - 0.232).

Os tumores primdrios cresceram e foram removidos ao atingir 0.5g, e o sacrificio foi

realizado 21 dias ap6s a cirurgia (procedimento padrdo descrito em “Materiais e Métodos™).

Os resultados relativos a carga tumoral, contudo, foram inconclusivos, uma vez que

nenhum dos animais portadores de tumores Stambpl1-kd apresentaram metastases massivas

nos pulmdes (como as observadas no screen). Ensaios adicionais, incluindo qPCRs para

mCherry nos pulmdes, fémures e colunas vertebrais, devem ser realizados para melhor

avaliar se Stambpll continua um candidato promissor a gene supressor de metastase.
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Conclusoes Parciais

Embora sejam necessdrias diversas mutagdes para conduzir uma célula normal a
transformagdo maligna, uma vez que a célula se torna cancerosa, aparentemente o
equilibrio que mantém esta célula ndo-metastitica € muito mais fragil; portanto, alteracdes
em um unico gene ou via poderia ser suficiente para fazer a célula metastizar.

Embora ainda ndo tenhamos confirmado nenhum dos candidatos identificados como
sendo um gene supressor de metastase, um grande nimero de dados e andlises integradas

dos mesmos sugerem resultados promissores neste campo emergindo em breve.
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Dados Suplementares

1. Sequencia do vetor pLKO.1- SHC009 e disposicdo dos primers RPR LAP1 Fwd, RPR
LAP2 Rev, Moffat Fwd e Moffat Rev.

>SHC009(sh-ARHGDIA) (direct) 7086bp

TTGGGGTTGCGCCTTTTCCAAGGCAGCCCTGGGTTTGCGCAGGGACGCGGCTGCTCTGGGCGTGGTTCCGGGAAACGCAG
CGGCGCCGACCCTGGGTCTCGCACATTCTTCACGTCCGTTCGCAGCGTCACCCGGATCTTCGCCGCTACCCTTGTGGGCCC
CCCGGCGACGCTTCCTGCTCCGCCCCTAAGTCGGGAAGGTTCCTTGCGGTTCGCGGCGTGCCGGACGTGACAAACGGAAG
CCGCACGTCTCACTAGTACCCTCGCAGACGGACAGCGCCAGGGAGCAATGGCAGCGCGCCGACCGCGATGGGCTGTGGCC
AATAGCGGCTGCTCAGCAGGGCGCGCCGAGAGCAGCGGCCGGGAAGGGGCGGTGCGGGAGGCGGGGTGTGGGGCGGTA
GTGTGGGCCCTGTTCCTGCCCGCGCGGTGTTCCGCATTCTGCAAGCCTCCGGAGCGCACGTCGGCAGTCGGCTCCCTCGTIT
GACCGAATCACCGACCTCTCTCCCCAGGGGGATCCACCGGAGCTTACCATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGCCTCGC
CACCCGCGACGACGTCCCCAGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGCCGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCG
ATCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGAGCTGCAAGAACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCAAGGTG
TGGGTCGCGGACGACGGCGCCGCGGTGGCGGTCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGAAGCGGGGGCGGTGTTCGCCGAGA
TCGGCCCGCGCATGGCCGAGTTGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACAGATGGAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGG
CCCAAGGAGCCCGCGTGGTTCCTGGCCACCGTCGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCAAGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGT
GCTCCCCGGAGTGGAGGCGGCCGAGCGCGCCGGGGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCTCCCCTTCT
ACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGGTGCCCGAAGGACCGCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCC
GGTGCCTGACGCCCGCCCCACGACCCGCAGCGCCCGACCGAAAGGAGCGCACGACCCCATGCATCGGTACCTTTAAGACC
AATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAAC
GAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAG
GGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTA
ACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTAGTAGTTCATGTCATCTTATTATTCAGTATTT
ATAACTTGCAAAGAAATGAATATCAGAGAGTGAGAGGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATA
GCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCA
TGTCTGGCTCTAGCTATCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATG
GCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTT
TTGGAGGCCTAGGGACGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCG
TGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGA
GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCG
CGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTC
CTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGG
CACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTG
ACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTG
ATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAACA
AAATATTAACGCTTACAATTTAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACAT
TCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCA
ACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAA
AAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTT
CGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACGCCGGG
CAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTAC
GGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAA
CGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCG
GAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATT
AACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTC
TGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAG
CACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAACGAAAT
AGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATT
GATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTG
AGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTG
CTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGT
AACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGT
AGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTT
GGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGG
ACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTA
TAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAA
CGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATT
CTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTG
AGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGA
CAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTT
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TACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATG
ATTACGCCAAGCGCGCAATTAACCCTCACTAAAGGGAACAAAAGCTGGAGCTGCAAGCTTAATGTAGTCTTATGCAATAC
TCTTGTAGTCTTGCAACATGGTAACGATGAGTTAGCAACATGCCTTACAAGGAGAGAAAAAGCACCGTGCATGCCGATTG
GTGGAAGTAAGGTGGTACGATCGTGCCTTATTAGGAAGGCAACAGACGGGTCTGACATGGATTGGACGAACCACTGAATT
GCCGCATTGCAGAGATATTGTATTTAAGTGCCTAGCTCGATACATAAACGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTG
GGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCG
TCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAAC
AGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAG
GCGAGGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGGTGCGAGAGCGT
CAGTATTAAGCGGGGGAGAATTAGATCGCGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGGCCAGGGGGAAAGAAAAAATATAAATTA
AAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTTAATCCTGGCCTGTTAGAAACATCACGAAGGCTGTA
GACAAATACTGGGACAGCTACAACCATCCCTTCAGACAGGATCAGAAGAACTTACATCATTATATAATACAGTAGCAACC
CTCTATTGTGTGCATCAAAGGATAGAGATAAAAGACACCAAGGAAGCTTTAGACAAGATAGAGGAAGAGCAAAACAAAA
GTAAGACCACCGCACAGCAAGCGGCCGCTGATCTTCAGACCTGGAGGAGGAGATATGAGGGACAATTGGAGAAGTGAAT
TATATAAATATAAAGTAGTAAAAATTGAACCATTAGGAGTAGCACCCACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTGCAGAGAGA
AAAAAGAGCAGTGGGAATAGGAGCTTTGTTCCTTGGGTTCTTGGGAGCAGCAGGAAGCACTATGGGCGCAGCGTCAATGA
CGCTGACGGTACAGGCCAGACAATTATTGTCTGGTATAGTGCAGCAGCAGAACAATTTGCTGAGGGCTATTGAGGCGCAA
CAGCATCTGTTGCAACTCACAGTCTGGGGCATCAAGCAGCTCCAGGCAAGAATCCTGGCTGTGGAAAGATACCTAAAGGA
TCAACAGCTCCTGGGGATTTGGGGTTGCTCTGGAAAACTCATTTGCACCACTGCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTGGAGTAA
TAAATCTCTGGAACAGATTTGGAATCACACGACCTGGATGGAGTGGGACAGAGAAATTAACAATTACACAAGCTTAATAC
ACTCCTTAATTGAAGAATCGCAAAACCAGCAAGAAAAGAATGAACAAGAATTATTGGAATTAGATAAATGGGCAAGTTTG
TGGAATTGGTTTAACATAACAAATTGGCTGTGGTATATAAAAATTATTCATAATGATAGTAGGAGGCTTGGTAGGTTTAAG
AATAGTTTTTGCTGTACTTTCTATAGTGAATAGAGTTAGGCAGGGATATTCACCATTATCGTTTCAGACCCACCTCCCAACC
CCGAGGGGACCCGACAGGCCCGAAGGAATAGAAGAAGAAGGTGGAGAGAGAGACAGAGACAGATCCATTCGATTAGTG
AACGGATCTCGACGGTATCGATCACGAGACTAGCCTCGAGCGGCCGCCCCCTTCACCGAGGGCCTATTTCCCATGATTCCT
TCATATTTGCATATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAA
AATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATATGCTT
ACCGTAACT TV VNIV NSO N USSRV VN VNI TGITGEINA AGGACGAAACACCGGCAAGATTGACAAGACT
GACT TAGTCAGTCTTGTCAATCTTGTTTTTGAATTCTCGACCTCGAG
INVVYIVIVNElEGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACA

AAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCACTTTGGCCGCGGCT

CGAGGGGG

RPR LAP1 Fwd: GATATTAGTACAAAATACGTGACGTAGAAAGTAAT

RPR LAP2 Rev: GTAATTTGTTTTTGTAATTCTTTAGTTTGTATGTC

Rev-comp: ACATACAAACTAAAGAATTACAAAAACAAATTAC

Tamanho do amplicon: 355bp

W QOiEIBNGHGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGA|

Moffat Rev: CCTTTTCTTTTAAAATTGTGGATGAATACTGCCATTTG

REETHICAAATGGCAGTATTCATCCACAATTTTAAAAGAAAAGG

Tamanho do amplicon: 164bp
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Figura Supplementar 1. Andlise dos dados de sequenciamento convencional de amostras de metdstase através do Sequence Scanner Software 2. A. Unico inserto;
B. Multiplos insertos: neste caso, a sequéncia ndo pode ser determinada, uma vez que os picos das sequéncias tnicas dos diferentes sShRNAs se sobrepde, pois hd
mais de uma base, de insertos diferentes, em cada posicdo. Destacada em verde estd o final da sequéncia do vetor que é comum a todos os insertos. Este

sequenciamento foi feito a partir do primer reverso, entdo a leitura precisa ser feita da direita para a esquerda, e convertida para sequencia complementar (reverso
complementar).
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Figura Supplementar 2. Amplificagdo inespecifica para mCd40 e mlIl17d. A. Curva de Melting para mCd40
(66¢l4ch14, amostras de embrido e NTC=agua). B. Curva de Melting para mll17d (66cl4ch14, amostras de
embrido e NTC=dgua, 3 diluicdes de primers).
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CONCLUSOES:

A progressdo tumoral e as respostas desencadeadas pelo hospedeiro sdo processos
altamente complexos e finamente regulados. A busca por terapias mais eficientes e com
menores efeitos colaterais permeia tanto a elucidacdo dos mecanismos regulatérios
envolvidos na evolu¢@o tumoral quanto o uso de terapias baseadas em produtos naturais.

Neste trabalho, concluimos que a andlise dos efeitos da aplicacdo de terapia com
Aloe vera e mel sobre ratos portadores de tumor mostrou ser benéfica ao hospedeiro,
sobretudo por diminuir o tamanho e a agressividade do tumor primdrio, através de
mecanismos que envolvem ativacdo da resposta imunologica, estresse oxidativo e reversao
da transicao epitélio-mesenquimal. Também € possivel afirmar que existe sinergismo entre
os componentes presentes na Aloe vera e no mel, porem algumas das substincias que
participam deste processo ainda precisam ser identificadas.

Paralelamente, concluimos que na identificacdo de possiveis genes supressores de
metastase através de screen funcional em camundongas portadoras de tumores de mama
triplo-negativo foram alcancados resultados bastante promissores, pois 0s genes-candidatos
identificados, apds validag¢do, poderdo ser usados tanto para progndstico mais preciso e

eficiente, quanto para o desenvolvimento de terapias-alvo.
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ANEXOS

&

UNICAMB

Comissdo de Etica na Experimentagéo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1400-1, sobre “"Efeitos preventivos e
de Al mel

carcinossarcoma de Walker 256 em ratos", sob a responsabilidade de Profa.

Dra. Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes / Rebeka Tomasin, esté de

acordo com os Principios Eticos na Experimentaq;eo'Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comisséio de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp em 29 de

novembro de 2007.

CERTIFICATE  _

We certify that the protocol n® 1400-1, entitied "Effects of Aloe vera and honey
on tumor growth evaluation in rats”, is in agmemeni with the Ethical Principles
for - Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in- Animal Research (State University of Campinas -
Unicamp) on November 29, 2007.

\

Campindd, 29 de novembro de 2007.
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rofa. Dra. Ana M’ia A/./Guaraldo Fétima prso
Presidente ; Secretaria Executiva
. CEEA/B ~ Unicamp Telefone: (18) 3521-8359
Caba Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campines, SP ~ Brasi| htp:/Awww.ib.unicemp bricesa



[P =i ot

210

CELAA IR camsn
Comissae de Etica no Uso de Animals
CEUA/Unicamp
CERTIFICADGO,
Cerificamas gue o projelo "Estudo_dos Efeitos Modulatorios da Aloe
vera ¢ _mel sobre o crescimento tumoral" (profocolo n® 2537-1), sob a
responsabilidade de Profa. Dra, Maria Cristina Cintra Gomes Marcondes |

Rebeka Tomasin, esta de acordo com oS Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Cléncia em Animais de
Laboratério (SBCAL) & com a legislagdo vigente, LEI N* 11,784, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
amimais, @ o DECRETO N* 899, DE 15 DE JULHO DE 2009

O projeto foi aprovado peta Comissdo de Etica no Uso de Animas da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 056 de outubro de

2011
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Profa. Dva. Ana Mana A/ Guaraldo
Fresidenie

CELAILRCAMP
Caina Postal 5103
11023000 Campenas, SP - Brasd

Campinag, 05 de autubro de 2071,

Fatima Alonso
Secretara Executva

Telefana (159 I5EE.6258
E-mpl commbunicame b
ik iy b snicarmp be'ceeal



