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RESUMO

A glandula mamaria ¢ uma glandula exdcrina cuja principal fun¢do € a producao de leite para
alimentar o recém-nascido. A morfogénese da mama se inicia no periodo embrionario, porém,
seu maior desenvolvimento ocorre durante o periodo de lactacdo. Durante a lactagdo, por meio
do estimulo da suc¢ao do recém-nascido no mamilo e na aréola, o leite secretado pelos alvéolos
¢ transportado pelo ducto lactifero até¢ o mamilo, permitindo a amamentagao. O leite materno ¢
considerado o alimento ideal para o recém-nascido, por isso, a Organiza¢cao Mundial da Saude
recomenda o aleitamento materno exclusivo até os seis meses de vida. A producdo insuficiente
de leite € uma das razdes mais frequentes para a interrupgao precoce da amamentacao, € a causa
desse problema pode estar relacionada com a mae, o recém-nascido ou ambos. A fim de auxiliar
as maes com baixa producdo de leite materno, t€ém-se usado fAirmacos galactagogos, que tem
potencial para estimular a produgdo de leite materno, e acredita-se que a metformina possa atuar
como um galactagogo por meio de seu papel como farmaco sensibilizador de insulina. Em
relacdo a composicdo do leite, estudos constataram a expressdo da proteina sérica amiloide A
(SAA), tanto no leite materno quanto nas células mamarias, no entanto, ainda nao se sabe qual
¢ a fungdo desta proteina em ambos os casos. Portanto, este estudo tem como objetivo analisar
a composi¢ao do leite materno e relaciona-la com fatores associados a mae, bem como estudar
a funcdo da SAA na mama por meio de modelos celulares, a fim de elucidar possiveis fatores
associados a diminui¢do precoce da lactogénese e a duracdo do aleitamento materno. Para isso,
foram avaliadas amostras de sangue, colostro e culturas de células epiteliais mamarias quanto
aexpressdao de SAA, bem como de diversas citocinas. O papel da metformina como um possivel
galactagogo também foi investigado utilizando-se uma abordagem in silico. Como resultados,
observou-se que a composi¢do do leite materno se mantém estavel em diferentes situagoes,
indicando que ele se adapta para atender as necessidades do recém-nascido. No entanto, o
estado nutricional pode interferir na continuacdo da amamentacdo. Além disso, as
concentragdes mais elevadas de citocinas pro-inflamatorias no colostro podem indicar a
necessidade do recém-nascido de receber essas citocinas para o desenvolvimento de seu sistema
imunologico e gastrointestinal. Na mama, a SAA pode estimular a expressao de IL-6 e inibir a
captacao de glicose, podendo estar relacionada com a diminui¢do precoce da amamentagdo
devido a reducdo na producao de leite materno, bem como a involugdo mamaria. A metformina
pode apresentar potencial para aumentar a producdo de leite nesses casos, o que nao pode ser
confirmado com os ensaios in vitro. Isso provavelmente se deve ao curto periodo de tratamento;
no entanto, os resultados da dindmica molecular mostraram-se promissores.

Palavras-chave: Leite materno. Glandula mamaria. Proteina Sérica Amiloide A. Metformina.



MECHANISMS OF EARLY REDUCTION IN LACTOGENESIS BASED ON THE
COMPREHENSION OF BREAST PHYSIOLOGY: A CLINICAL, IN VITRO AND IN
SILICO APPROACH

The mammary gland is an exocrine gland whose primary function is the production of milk to
feed the baby. Mammary gland morphogenesis begins in the embryonic period, but its greatest
development occurs during lactation. During lactation, through the stimulation of the baby's
suction on the nipple and areola, the milk secreted by the alveoli is transported through the
lactiferous duct to the nipple, allowing breastfeeding. Breast milk is considered the ideal food
for the newborn; therefore, the World Health Organization recommends exclusive
breastfeeding for the first six months of life. Insufficient milk production is one of the most
common reasons for early cessation of breastfeeding, and the cause of this problem may be
related to the mother, the baby, or both. In order to help mothers with low breast milk
production, galactagogue drugs have been used, which have the potential to stimulate breast
milk production, and it is believed that metformin may act as a galactagogue through its role as
an insulin sensitizer. Regarding the composition of milk, studies have found the expression of
serum amyloid A (SAA) protein, both in breast milk and in breast cells, however, it is not yet
known what the function of this protein is in both cases. Therefore, this study aims to analyze
the composition of breast milk and relate it to factors associated with the mother, as well as to
study the function of SAA in the mammary gland through cellular models, to elucidate possible
factors associated with early lactogenesis decline and the duration of breastfeeding. To do this,
samples of blood, colostrum, and mammary epithelial cell cultures were evaluated for SAA
expression, as well as various cytokines. The role of metformin as a possible galactagogue was
also investigated using an in silico approach. As a result, it was observed that the composition
of breast milk remains stable in different situations, indicating that it adapts to meet the baby's
needs. However, nutritional status can interfere with continuation of breastfeeding.
Additionally, higher concentrations of pro-inflammatory cytokines in colostrum may indicate
the newborn's need to receive these cytokines for the development of their immune and
gastrointestinal systems. In the mammary gland, SAA may stimulate the expression of IL-6 and
inhibit glucose uptake, potentially being related to the early breastfeeding cessation due to
reduced breast milk production, as well as mammary involution. Metformin may have the
potential to increase milk production in these cases, which could not be confirmed with in vitro
assays. This is likely due to the short treatment period; however, the results of molecular
dynamics were promising.

Keywords: Breast milk. Mammary gland. Serum Amyloid A Protein. Metformin.
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1 APRESENTACAO

Este trabalho esta dividido em trés diferentes abordagens: estudo clinico, pela andlise
de soro derivado de sangue total e leite materno; estudo in vitro, utilizando-se linhagem celular
epitelial mamaria; e estudo in silico, empregando-se bancos de dados e softwares de dominio
publico (Figura 1). Todas as partes contemplam um estudo generalizado de fatores que podem
levar a diminuicao precoce da lactogénese, levando a interrupg¢ao da amamentacdo. Ao final do
estudo, espera-se propor, por meio do estudo in silico, a predigao de um possivel farmaco que
possa atuar de forma benéfica pela estimulagdo da lactogénese em maes com baixa producao
de leite. A ordem dos resultados segue a ordem cronoldgica dos experimentos, que foram sendo

planejados de acordo com os resultados antecedentes.

Figura 1 — Divisao das trés partes da tese.
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Além disso, o estudo conta com um segundo capitulo referente ao trabalho
desenvolvido durante o periodo de doutorado sanduiche na Australia, que objetiva avaliar a
relacdo entre isoformas de p53 e sinalizagdo de estrogénio no cancer de mama, com o intuito

de melhorar os tratamentos ja utilizados para o cancer.
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2 INTRODUCAO
2.1 DESENVOLVIMENTO DA GLANDULA MAMARIA

A glandula mamaria, originada da ectoderme, ¢ uma glandula exocrina que tem como
principal fun¢do a producao do leite para alimentagao do recém-nascido. A morfogénese da
mama se inicia ja no periodo embriondrio, no entanto, seu maior desenvolvimento se da no
periodo de lactagio (RUSIDZE er al., 2021). O primeiro estagio se inicia no utero,
aproximadamente na sétima semana gestacional, momento em que se inicia a formagdo do
ducto rudimentar que ird se desenvolver até a puberdade, fase em que serdo formados os brotos
terminais pela liberacdo de estrogénio. Durante a vida adulta, os ductos se encontram mais
amadurecidos e ramificados e € no inicio da gestacdo que comeca a formagdo das estruturas
lobuloalveolares em resposta ao estimulo da progesterona. Ao decorrer da gestacdo, essas
estruturas amadurecem e a fase da lactagdo ¢ o momento em que se encontram mais
desenvolvidas (Figura 2) (ZWICK et al., 2018). Dessa forma, pode-se dizer que existem trés
estagios principais de desenvolvimento da glandula mamadria: embrionario, puberal e

reprodutivo (RUSIDZE et al., 2021).

Figura 2 — Desenvolvimento da mama.
Recém-nascido Puberdade Adutto Tniclo da gestaciio Final da gestaciio Lactagio

Mamilo

ﬂ Alvéolos
Ducto rudimentar ~— ——3» —_ — - X’

Broto terminal

Fonte: Adaptado de Watson e Khaled (2020)

2.1.1 Desenvolvimento embrionario

Dentre as fases do desenvolvimento mamario, a fase embriondria € a Gnica que ocorre

independentemente de estimulos hormonais. Um estudo em camundongos demonstrou que o
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inicio da formagao da glandula mamaria se da pela expressao do gene Wnt10b, através de estrias
bilaterais que vao desde os membros superiores até os membros inferiores (WATSON;
KHALED, 2020). Essas estrias resultam em linhas mamarias que ddo origem a cinco pares de
placddios, que posteriormente sofrem uma invaginagdo, dando origem aos botdes mamarios,
que se incorporam dentro de um mesénquima mamario (REGAN et al., 2012). Ao sofrer uma
hipertrofia celular ¢ um recrutamento de células ectodérmicas, esses botdes aumentam de
tamanho, formando um broto primério que invade o mesénquima mamario, iniciando o
desenvolvimento de uma estrutura ramificada e a bainha mamilar. Com a prolifera¢ao do broto
primario, o mesmo se estende até a almofada de gordura mamadria, que ¢ composta por
numerosos pré-adipocitos e que dardo origem ao tecido adiposo mamario (FU et al., 2020).
Neste momento, a ramificacdo do ducto se inicia, gerando uma arvore ductal rudimentar,

presente do nascimento até a puberdade (Figura 3) (WANG et al., 2005).

Figura 3 — Desenho esquematico da forma¢dao da mama embriondria.

/ Placodio

/ Botao mamario
Mesénquima dermal Meseénquima mamario

Bainha mamilar

- . Mesénquima
/ Tot0 mamario AT
Almofada Arvore
o . de gordura rudimentar
esénquima mamario TRt

Fonte: Adaptado de Fu et al. (2020)

2.1.2 Desenvolvimento puberal

Pelo aumento das concentragdes de estrogénio circulante durante a puberdade, os
ductos mamarios se alongam e se ramificam, gerando uma arvore ductal que se estende por toda
a gordura mamaria. Nas pontas dos ductos, formam-se botdes terminais, que sdo compostos por

uma camada interna que dard origem ao epitélio luminal e uma camada externa que dara origem
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ao mioepitélio. Uma vez que os ductos se alongam até os limites da almofada de gordura
mamaria, 0s botdes terminais nao estdo mais presentes € a arvore ductal encontra-se totalmente
desenvolvida, sendo formada entao por ductos primarios, ductos segmentares e subsegmentares
(PAINE; LEWIS, 2017). Esses ductos subsegmentares culminam nos ductos terminais, que
formam uma cole¢do de ductulos denominados acinos. A jungdo desses acinos se da por um

tecido conjuntivo frouxo intralobular e ¢ chamada de unidade terminal ducto-lobular (FU et al.,

2020).

2.1.3 Desenvolvimento reprodutivo

Durante a vida adulta, a glandula mamaéria ainda pode apresentar alteracdes na
morfologia ductal. Na gravidez, ocorre uma maior ramificacdo dos ductos e a formacao de
unidades alveolares na ponta deles, devido ao estimulo da progesterona e prolactina
(STERNLICHT et al., 2006). A principal fungdo das células alveolares ¢ a sintese e secrecao
do leite materno na lactagao, por isso, elas se diferenciam em células secretoras especializadas
ao final da gravidez (ROSEN, 2012). Durante essa fase secretora que se inicia ao final da
gestacdo, ocorre a expressao de proteinas do leite, como a a-lactalbumina e goticulas de lipidio
comecam a se formar (ANDERSON et al., 2007). Apds o desmame, a glandula mamaria se
remodela, as células alveolares sofrem morte celular € a mama involui, voltando a um estado
idéntico ao que se encontrava antes da gestagdo. As mudangas que ocorrem na glandula
mamaria durante o ciclo reprodutivo demonstram a plasticidade deste tecido, que se adapta ao

longo da vida para atender as necessidades fisiologicas (WATSON; KREUZALER, 2011).

2.2 A MAMA NA GRAVIDEZ E LACTACAO

Enquanto na mama da mulher adulta ndo gravida hd uma predominancia de tecido
conjuntivo e adiposo, e o tecido epitelial € escasso, o inicio da gravidez ¢ marcado por mudancas
tanto organizacionais quanto funcionais da glandula mamaria, em que ocorre uma proliferagao
de células ductais e alveolares, promovendo um crescimento da mama, concomitantemente com
a redugio do tecido adiposo (TRUCHET; HONVO-HOUETO, 2017). Esse desenvolvimento
leva a formagdo de um extenso sistema ductal ramificado ¢ uma infinidade de alvéolos

derivados dos brotos terminais (JAVED; LTEIF, 2013).
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Durante este periodo, a mama ¢ formada por diversos ductos lactiferos, ao final dos
ductos encontram-se os lobos, contendo numerosos lobulos, que por sua vez, sao formados por
inameros alvéolos, que sdo as unidades secretoras de leite (Figura 4). Durante a lactagao, pelo
estimulo realizado no mamilo e aréola pela suc¢do do recém-nascido, o leite secretado pelos
alvéolos ¢ transportado através do ducto lactifero até o mamilo, possibilitando a amamentagao

(TRUCHET; HONVO-HOUETO, 2017).

Figura 4 — Desenho esquematico da mama e 16bulos mamarios.

Costela

Lobo Musculo peitoral maior

Lobulo

Tecido adiposo/esiroma
Ducto lactifero
Mamilo
Aréola

Seio lactifero Musculo intercostal

Pele

Fonte: Adaptado de Truchet e Honvo-Houéto (2017)

Os alvéolos mamarios sdo formados por uma monocamada de células epiteliais
mamarias alveolares polarizadas (MEC), dispostas em torno de um limen central, onde o leite
¢ secretado. Ao redor da MEC, encontra-se uma membrana basal que ¢ circundada por células
mioepiteliais contrateis, permitindo a secrecdo do leite no momento da lactacdo. Além disso,
no estroma dos alvéolos, encontram-se células endoteliais, adipocitos e fibroblastos (Figura 5)

(TRUCHET; HONVO-HOUETO, 2017).
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Figura 5 — Alvéolo mamério.

Fonte: Adaptado de Truchet e Honvo-Houéto (2017)

Os componentes do leite materno sdo secretados no lumen do alvéolo por diferentes
vias através da MEC. Como pode ser visto na Figura 6, por meio da via paracelular (1), ocorre
o transporte de componentes plasmaticos e leucdcitos, processo que ocorre durante a gravidez,
inicio da lactagdo, involugdo ou durante um processo inflamatdrio. O movimento de ions, dgua
e glicose presentes no leite materno se da pelos transportadores de membrana (2) encontrados
na membrana apical e basolateral da MEC. Por um processo de transcitose vesicular (3),
imunoglobulinas atingem o lumen central dos alvéolos, sendo também importantes
componentes do leite materno. J4 as proteinas do leite, a lactose, o célcio e outros componentes
da fase aquosa do leite sdo transportados através de vesiculas secretoras (4) e liberados por
exocitose no lumen central. Formadas no reticulo endoplasmatico, as goticulas lipidicas
crescem durante o seu transporte até¢ o apice da MEC e sdo entdo liberadas no limen como
globulos de gordura do leite (5), fazendo parte, portanto, da composi¢ao da fragdo lipidica do

leite materno (TRUCHET; HONVO-HOUETO, 2017).
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Figura 6 — Desenho esquematico da MEC.

stroma @ :

MEQC, células epiteliais mamarias alveolares polarizadas; BV, vaso sanguineo; LD, goticula lipidica; SV,

vesicula secretora; MFG, globulo de gordura do leite; Myo, célula mioepitelial, M, mitocondria; ER, reticulo

endoplasmatico. Fonte: Truchet e Honvo-Houéto (2017)

O aumento do ntimero e do tamanho das células MEC durante a gravidez e lactagdo se
da pela regulacdo de hormdnios sistémicos como o estrogénio, a progesterona, a prolactina, o
hormoénio de crescimento (GH), a insulina, os glicocorticoides, as proteinas relacionadas ao
hormonio da paratireoide e fatores locais como o fator de crescimento semelhante a insulina 1
(IGF-1), o fator de crescimento epidérmico (EGF) e o fator de crescimento de fibroblastos
(FGF) (JAVED; LTEIF, 2013). Além disso, tanto a MEC quanto as células estromais também
tem funcdo de produzir componentes de matrizes extracelulares como proteoglicanos,
hialuronano, fibronectina e lamnina, que sdo importantes para o crescimento € manutencao da
funcdo da glandula mamaria (KASS et al., 2007). Ao final da primeira metade da gestacao, a
estrutura da arvore ductal € estabelecida, ou seja, a sua estrutura ndo muda, o que ocorre apenas
¢ a sua ramificagdo e a formacgao dos alvéolos. Por isso, neste momento, pequenos volumes de
colostro podem ser observados no limen central do alvéolo e nos ductos lactiferos, sinalizando
a diferenciacdo secretora e funcional da MEC. No ultimo trimestre, ocorre uma redugao na

proliferacdo dos alvéolos, no entanto, eles aumentam de tamanho devido a uma distensdo do
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limen central pelo acimulo de colostro. Além do aumento da atividade da MEC, ha também
um aumento do fluxo sanguineo mamario durante a gestagdo, fato que persiste durante a
lactagio e se mantém até o desmame (TRUCHET; HONVO-HOUETO, 2017). Mais
recentemente, viu-se que essa estrutura alveolar pode ser também formada a partir dos
adipdcitos presentes na glandula mamadria, esses adipOcitos com caracteristicas de alvéolo

mamario foram entdo denominados adipocitos rosa (CINTI, 2018).

2.2.1 Adipocitos rosa

Sabe-se que os adipdcitos s3o capazes de sofrer um processo chamado de
transdiferenciagcdo, em que ocorre uma conversao fisiologica e reversivel de um fenotipo para
outro, através de um estimulo fisiologico, alterando a sua morfologia e funcdo celular
(GIORDANO; FRONTINI; CINTI, 2016). Como exemplo ja muito bem descrito na literatura,
tem-se a transdiferenciagdo de adipocitos brancos em adipocitos bege, induzida por baixas
temperaturas e com funcdo de termorregulacdo (SIDOSSIS; KAJIMURA, 2015). Esse
“escurecimento” do tecido adiposo branco tem demonstrado efeitos de protecdo contra a
obesidade, principalmente através da termogénese e, possivelmente, gasto energético
associado. Por isso, este tecido tem sido alvo de estudos para possiveis terapias farmacoldgicas
no tratamento da obesidade (GIRALT; VILLARROYA, 2013).

Como citado anteriormente, descobriu-se que a gordura subcutanea mamadria de
camundongos fémeas também sofre um processo de transdiferenciacdo durante a gravidez,
lactagdo e pods-lactacdo, que resulta na formagdo de estruturas alveolares secretoras de leite.
Essas estruturas alveolares sao formadas por células glandulares epiteliais contendo abundantes
goticulas lipidicas citoplasmaticas, apresentando assim, caracteristicas de adipdcitos e sdo
chamadas de adipdcitos rosa, devido a cor do 6rgao adiposo durante a gravidez e lactagao
(CINTL 2018).

O estudo de Giordano e colaboradores (2014) sugere que os alvéolos mamarios se
desenvolvem em duas etapas e por dois mecanismos diferentes: no primeiro estagio da gravidez,
os alvéolos sdo constituidos por células epiteliais sem goticulas lipidicas citoplasmaticas e sao
derivados da proliferacdo de células-tronco. Ja no segundo estagio da gravidez, os alvéolos sao
formados por células epiteliais carregadas de goticulas lipidicas, a0 mesmo passo em que a

gordura subcutanea diminui progressivamente (Figura 7) (GIORDANO et al., 2014). Os dados



24

encontrados nesse estudo suportam a possibilidade de que no segundo estagio da gravidez, os
adipdcitos mamarios adquiram caracteristicas semelhantes a células epiteliais, provavelmente
sob estimulos hormonais, formando alvéolos secretores de leite derivados do tecido adiposo

(MORRONI et al., 2004).

Figura 7 — Desenvolvimento do alvéolo mamario durante a gestagao.

BAXTOWX Y R )L

(A) Glandula mamaria de um camundongo fémea no dia 10 de gestag@o. Na primeira fase da gravidez, os alvéolos
(asterisco) sdo constituidos por células epiteliais sem goticulas lipidicas citoplasmaticas. D, ducto; V, vaso
sanguineo. (B) e (C) Glandula mamaria de um camundongo fémea no dia 17 de gestagdo. Na segunda fase da
gravidez, os alvéolos sdo constituidos por células epiteliais carregadas de lipidios (adipdcitos rosa). C é o aumento
da area enquadrada em B. Coloracdo por hematoxilina-eosina. WAT, tecido adiposo branco; L, limen central.

Fonte: Adaptado de Giordano et al. (2014)

Todo essa etapa de desenvolvimento dos alvéolos mamarios € necessaria para iniciar
a producao do leite materno para promover o aleitamento, processo denominado de lactogénese

(PANG; HARTMANN, 2007).

23 LACTOGENESE

A lactogénese ¢ definida como o processo de producao e secrecdo do leite materno e
envolve a maturagdo das células alveolares. Ela ocorre em duas etapas: iniciagdo secretora
(lactogénese I) e ativagdo secretora (lactogénese II) (PANG; HARTMANN, 2007).

A lactogénese I se inicia durante a segunda metade da gestacdo, momento em que
ocorrem mudangas fisicas que incluem hipertrofia dos adipocitos, desenvolvimento dos ductos
e 16bulos mamarios, multiplicagcdo e desenvolvimento dos alvéolos. Nesse momento, comeca a
producdo do leite, no entanto, sua secrecao ¢ controlada pela alta concentracdo de progesterona
circulante que ¢ liberada pela placenta. Nessa fase, pequenas quantidades de leite podem ser

secretadas (NEVILLE; MORTON; UMEMURA, 2001).
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A lactogénese II se inicia apos a retirada da placenta, resultando em uma queda da
concentracdo de progesterona e estrogénio, bem como aumento da concentracao de prolactina,
cortisol e insulina, levando a alta producao e secrecao de leite apos o parto. Esse segundo
estagio da lactogénese ¢ considerado “atrasado” quando a producdo do leite ndo ocorreu em até
72 horas ap6s o parto (LYONS et al., 2020). Ressalta-se que alguns fatores levam ao retardo
da ativacdo secretora ¢ menor volume inicial de leite como primiparidade, parto cesareo,
obesidade, maes com fragmentos de placenta retidos, diabetes e partos vaginais estressantes
(JEVITT; HERNANDEZ; GROER, 2007).

A producao de leite materno ¢ controlada por um mecanismo de controle de oferta,
sendo a ocitocina um hormonio essencial nesse processo (LYONS et al., 2020). O estimulo da
succdao do lactente culmina na liberagdo de ocitocina pela hipofise posterior, que se liga a
receptores nas células mioepiteliais localizadas nos alvéolos e ductos lactiferos, resultando na
contracdo dessas células, permitindo assim, a secre¢do do leite até o mamilo (KENT; PRIME;
GARBIN, 2012). Além disso, a prolactina também possui um papel regulador na produgdo do
leite, sendo liberada pela glandula pituitaria anterior. A prolactina ¢ um hormoénio regulado
positiva e negativamente, mas seu principal controle vem de fatores inibitdrios hipotalamicos,
como a dopamina, que atuam na subclasse D2 dos receptores de dopamina presentes nos
adenomas lactotroficos (PILLAY; DAVIS, 2022).

A sintese do leite ¢ também regulada pelo inibidor de feedback de gestacdo (FIL)
(KENT; PRIME; GARBIN, 2012). O FIL ¢ uma proteina sintetizada pelas células epiteliais
secretoras, os lactocitos, que se acumula no limen central dos alvéolos bem como outros
constituintes do leite materno. Esse inibidor leva a diminui¢do da sintese do leite com o seu
acimulo no lumen central e, quando o leite ¢ removido pela mama, a concentracdo do FIL
diminui e a sintese do leite aumenta novamente (BYROM, 2012). O FIL tem fungdo de inibir
a secrecao do leite e ¢ sintetizado em momentos que, mesmo que os alvéolos estejam
distendidos, ndo ocorre a remogdo do leite, ou seja, quando ndo hé o estimulo da succao ou
ordenha (VAN VELDHUIZEN-STAAS, 2007). A concentracdo do FIL aumenta em periodos
em que hd acimulo de leite, regulando a produgdo negativamente e diminuindo o volume de
leite produzido. Essa inibi¢do da secrecao do leite € reversivel e dependente da concentragao
de FIL e ndo afeta a composicao do leite (BYROM, 2012). Sendo assim, se nao houver o
estimulo da suc¢do, esta proteina se acumula, levando a diminui¢do na produgdo de leite e,

consequentemente, a involucdo da mama (KENT; PRIME; GARBIN, 2012).
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No entanto, em determinadas situagdes, o processo de lactogénese ndo ocorre da
maneira esperada e o volume de leite produzido ndo ¢ o suficiente para alimentar o recém-
nascido. A producdo insuficiente de leite ¢ uma das razdes mais frequentes para a interrupgao
precoce da amamentacao e a causa desse problema pode estar relacionada com a mae, o recém-
nascido ou ambos (STUEBE et al., 2014). Alguns dos fatores que podem levar a baixa producao
de leite sdao algumas doengas como diabetes, sindrome do ovario policistico (SOP), obesidade,
entre outros, que causam uma altera¢ao dos hormonios responsaveis pela lactagio (HARRISON
et al., 2016). Nesses casos, uma possibilidade de tratamento para aumentar o volume de leite

produzido ¢ utilizando galactagogos (LEE et al, 2016).

2.3.1 Galactagogos

Galactagogos sao substancias que tem potencial de estimular a producao de leite
materno e que diferem dos nutrientes essenciais para lactagdo como o zinco (LEE et al, 2016).
Eles podem ser classificados em galactagogos naturais e farmacologicos, no entanto, ndo ha
ainda medicamentos com a finalidade de estimular a lactacdo, dessa forma, todo o uso de
farmacos galactogogos € off label. Dentre os galactagogos farmacologicos, destacam- se a
domperidona, a metoclopramida, a sulpirida e o hormonio liberador de tireotrofina (Tabela 1)
(HAASE et al., 2016). Em relacdo aos galactagogos naturais, existe grande nimero de ervas
que podem ser utilizadas na forma de chas, capsulas ou extratos de tintura e, dentre elas,
destacam-se o feno-grego (7rigonella foenum-graecum), a erva-doce (Foeniculum vulgare), o
anis (Pimpinella anisum), a moringa (Moringa oleifera) e a arruda-capraria (Galega officinalis)

(MARASCO; WEST, 2020).
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Tabela 1 — Farmacos mais comumente utilizados como galactagogos.

Estrutura quimica e peso Propriedades
Farmaco
molecular (PM) farmacologicas
425911
Antagonista periférico
i especifico do receptor de
Domperidona

PubChem CID: 3151

Metoclopramida

PubChem CID: 4168

Sulpirida
PubChem CID: 5355

Protirelina (hormonio

liberador de tireotropina)

299,79

362,38

dopamina D2, com atividade
antiemética, gastrocinética e

galactagoga

Membro da classe das
benzamidas e antagonista da
dopamina D2. E um agente
antiemético utilizado no
tratamento da doenca do
refluxo gastroesofagico,
prevencao de nduseas,
vOmitos e para estimular o

esvaziamento gastrico

Membro da classe das
benzamidas e antagonista do
receptor D2 da dopamina.
Tem sido utilizado
terapeuticamente como
antidepressivo, antipsicotico

e como auxiliar digestivo

Analogo sintético do

peptideo enddgeno




28

PubChem CID: 638678 hormonio liberador de
A~ tireotropina. E um horménio
| tropico tripeptideo, liberado
pelo hipotalamo, que
N estimula a liberagao do
hormdnio estimulador da
tiredide e da prolactina da

hipofise anterior

Fonte: Pubchem e Drugbank. Acessado em 10 de agosto de 2022

O mecanismo de acao dos galactagogos varia, mas pode ser dividido em trés diferentes
formas: I) atuando diretamente na sintese do leite, melhorando a sintese do leite corrigindo
alguma disfun¢do hormonal; IT) estimulando a lactacdo; III) tornando o reflexo de ejecdao do
leite mais intenso (GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019). Vale ressaltar que, por se
tratar um mecanismo ainda ndo tdo bem elucidado, deve-se tomar cuidado ao ingerir essas
substancias, pois ndo had um consenso em relacdo a dose ideal e todas elas podem desencadear
reacoes adversas (FOONG et al., 2020).

Além destes, recentemente surgiu a hipotese da metformina como um potencial
galactagogo, por meio de seu papel como farmaco sensibilizador da insulina
(GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019), porém, poucos estudos que avaliaram o seu

papel como estimulo da producdo de leite materno foram realizados até 0 momento.

2.3.1.1 Metformina

A metformina (1,1-dimethylbiguanide, PubChem CID 4091) ¢ um  farmaco
pertencente a classe das biguanidas, com atividade hipoglicemiante com raro desencadeamento
de acidose lactica (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022).
A metformina € o tratamento de primeira linha para a diabetes tipo 2 (DM2) e ¢ considerado
um medicamento essencial pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (Figura 8). Ela melhora
efetivamente o controle glicémico em pacientes com DM2 e possui um perfil de seguranga bem
estabelecido, raramente causando hipoglicemia. Ela também ¢ usada para resisténcia a insulina

na SOP (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). O mecanismo de a¢do da metformina ainda
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permanece incerto, no entanto, sabe-se que o efeito antidiabético dela se da, principalmente,
pela inibi¢do da gliconeogénese hepatica (LAMOIA; SHULMAN, 2021). Ela pode ser usada
isoladamente ou em combinacao com sulfonilureias, tiazolidinedionas, medicamentos a base
de incretinas, inibidores do cotransportador-2 de glicose sédica ou outros agentes

hipoglicemiantes (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2022).

Figura 8 — Estrutura quimica da metformina.
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Fonte: Pubchem. Acessado em 10 de agosto de 2022

A resisténcia a insulina (RI) e a hiperinsulinemia secundéria afetam entre 65-70% das
mulheres com SOP. Pacientes com SOP apresentam maior prevaléncia de intolerancia a glicose,
DM2, dislipidemia e inflamacao subclinica cronica (DEUGARTE et al., 2005). Muitas dessas
mulheres também apresentam fenotipo de sobrepeso ou obesidade, o que agrava ainda mais a
sua RI. Estudo anterior demonstrou a seguranga e eficicia da metformina em mulheres com
SOP durante a gravidez. Ele sugere que, quando usada durante a gravidez, a metformina reduz
o risco de aborto espontaneo no primeiro trimestre, diabetes gestacional e macrossomia fetal
(EHRMANN et al., 2006).

Mulheres diagnosticadas com SOP podem correr o risco de apresentarem baixa
produgdo de leite (RIDDLE; NOMMSEN-RIVERS, 2016). Por isso, o estudo de Vanky e
colaboradores (2012) avaliou se o tratamento pré-natal com metformina melhoraria os
resultados da lactagdo de mulheres diagnosticadas com SOP. Para isso, mulheres com SOP
foram randomizadas para tratamento com metformina ou placebo, desde o primeiro trimestre
até o parto. A média de tempo de aleitamento materno exclusivo no grupo placebo foi de 3,9
meses e no grupo metformina foi de 4,5 meses, ndo havendo diferenca no aleitamento materno
entre os grupos. Portanto, o uso de metformina possivelmente nao foi uma intervencao eficaz

na coorte estudada para aumentar a produgdo de leite em mulheres diagnosticadas com SOP

(VANKY et al., 2012).
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Considerando a hipdtese da metformina como um potencial firmaco galactagogo, mais
recentemente, Nommsen-Rivers e colaboradores (2019) realizaram um ensaio clinico
randomizado para determinar os efeitos da metformina no aumento da producdo de leite
materno e, para isso, avaliaram um grupo de mulheres tratadas com metformina e um grupo
“placebo” de mulheres com baixa producao de leite e sinais de resisténcia a insulina. Neste
estudo, o volume médio de producao de leite foi 68 mL maior nas participantes que receberam
metformina em comparagdo com os participantes que receberam placebo, entretanto, essa
diferen¢a ndo foi considerada significativa. No entanto, houve um aumento na produgdo de leite
entre as pacientes que continuaram fazendo uso de metformina durante todo o periodo de
tratamento, enquanto a produg¢do no grupo “placebo’ diminuiu. Esses resultados apoiam a ideia
de que uma intervengdo que melhora a sensibilidade a insulina pode ser util para aumentar a
produgdo de leite (NOMMSEN-RIVERS et al., 2019). Entretanto, dada a quantidade limitada
de estudos e evidéncias sobre o efeito da metformina na amamentacdo e lactacdo, seu papel
como potencial galactagogo ainda permanece incerto. Para tanto, precisa-se compreender a
biologia do transporte de glicose na glandula mamaria.

A glicose ¢ o principal precursor da lactose, que ¢ sintetizada nas vesiculas de Golgi
das células MEC durante a lactagdao. O processo de entrada de glicose nas células mamarias ¢
mediado por transportadores facilitadores de glicose (GLUTs), sendo que a mama expressa
principalmente GLUT1 e GLUT8 (ZHAO et al, 2014). Ao entrar na célula, a glicose ¢
conjugada com UDP-galactose por meio da lactose sintase, resultando na produgdo de lactose,
que, além de ser um dos principais componentes do leite materno, sua concentracdo também
determina o volume do leite, sendo assim, a entrada de glicose na célula e, consequentemente,
a produgdo de lactose, sdo responsaveis pela quantidade de leite produzida pela lactante
(MARDONES; VILLAGRAN, 2012).

A producao suficiente de leite ¢ essencial, pois o leite materno ¢ considerado o
alimento ideal para o recém-nascido, por isso, a OMS recomenda o aleitamento materno
exclusivo até os seis meses de vida (WHO, 2021b). Além da produgdo suficiente, a composi¢ao
do leite também ¢ importante e, além da lactose, o leite € também composto por diversos macro

e micronutrientes (KAKUMA et al., 2007).
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2.4 COMPOSICAO DO LEITE MATERNO

Além de conter as quantidades ideais de nutrientes e compostos bioativos que
propiciam a nutri¢ao correta para o recém-nascido em desenvolvimento e fornecer prote¢do ao
sistema imune ainda imaturo, sua composi¢ao também se modifica ao longo da lactacdo para

atender corretamente as necessidades do recém-nascido (KAKUMA et al., 2007).

2.4.1 Macro e micronutrientes

O leite materno pode ser classificado em colostro, leite de transi¢do e leite maduro,
sendo que a composi¢do deles varia ao longo da lactacdo. O colostro € o primeiro fluido a ser
produzido e ¢ secretado em pequenas quantidades entre os primeiros dois a quatro dias apos o
parto (LYONS et al., 2020). A sua cor, composi¢ao e consisténcia sdo distintas, sendo bastante
rico em proteinas e minerais do soro do leite como cloreto, sédio e magnésio e apresenta
concentragdes mais baixas de lactose, gordura, célcio e potassio em comparacdo com o leite
maduro (BROWN, 2021). O leite de transi¢do, por sua vez, ¢ secretado a partir do quinto dia
até a segunda semana apo0s o parto, apresentando maiores volumes para favorecer o crescimento
e as necessidades nutricionais do recém-nascido em crescimento. O leite de transi¢do também
¢ rico em proteinas e possui uma concentracdo mais alta de lactose em relagdo ao colostro
(THURL et al., 2010). A partir da segunda semana, se inicia a secre¢ao do leite maduro, que se
estende até o final da lactacdo. Neste momento, ocorre uma diminuicdo constante nas
concentragdes de proteina no leite, ao passo que a concentragdo de lipidios aumenta, sendo os
lipidios considerados a principal fonte de energia do leite. Paralelamente a isso, as
concentragdes de lactose também aumentam gradativamente e permanecem constantes até o
final da lactagdo, sendo este o principal carboidrato do leite (LYONS et al., 2020). Mesmo que
muitos avancos tenham sido feitos em relagdo as formulagdes infantis, ela ainda ndo se equipara
ao leite materno, visto que sua composi¢do nao varia de acordo com as necessidades da crianga

(AHERN et al., 2019).



32

2.4.2 Proteinas

O proteoma do leite materno humano ¢ extremamente complexo, contendo mais de
1.500 compostos diferentes e, dentre as proteinas totais, 83 delas sdo mais abundantes (BECK
et al., 2015). Como fungdes principais das proteinas, tem-se o fornecimento de prote¢ao contra
deficiéncias e patdgenos especificos, maturacdo dos orgaos e sustentagdo do crescimento do
lactente (LONNERDAL, 2016).

Dentre as principais proteinas encontradas no leite, citam-se as caseinas que, mesmo
em concentragdes baixas, possuem um papel fundamental na saude do recém-nascido. O seu
hidrolisado, o glicomacropeptideo (GMP), contém baixas concentra¢des de fenilalanina, sendo,
entdo, muito utilizado nos produtos alimenticios para criangas com fenilcetonuria (DALY et
al.,2020). A digestio das caseinas também produz peptideos com potencial inibitério da enzima
conversora de angiotensina (ECA), demonstrando uma redugao significativa da pressao arterial
sistolica e diastolica e diminuigio de danos inflamatérios e oxidativos (CADEE et al., 2007).

A proteina a-lactalbumina ¢ uma das proteinas mais abundantes do leite, compondo
mais de um ter¢o do teor de proteinas totais. Ela tem atividade prébiotica, estimulando o
crescimento de Bifidobacterium infantis, importante colonizador do intestino do recém-nascido
(LAYMAN; LONNERDAL; FERNSTROM, 2018). Além disso, seus peptideos melhoram a
absorcdo de ions de ferro, cdlcio e zinco, que exercem acdo antimicrobiana importante,
principalmente contra bactérias Gram-positivas (SANDSTROM et al., 2008).

A lactoferrina apresenta-se em elevadas concentracdes no colostro e estd em menor
concentragdo no leite maduro, desempenhando um papel importante no combate a bactérias,
fungos e virus patogénicos e também na regulagdo do sistema imune (SAMUKAWA ef al.,
2011). Outra proteina importante que compde o leite materno ¢ a osteopontina, que atua na
remodelagdo 6ssea, modulacao da inflamagdo e do sistema imune (HASCHKE; HAIDEN;

THAKKAR, 2017).
2.4.3 Lipidios
Os fosfolipidios e os esfingolipidios sdo componentes importantes da fragdo lipidica

do leite e também os mais predominantes (CONTARINI; POVOLO, 2013). Os fosfolipidios

sdao uma importante fonte de colina, que ¢ um nutriente essencial para o desenvolvimento fetal
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e metabolismo do recém-nascido. Ao longo da gravidez, a placenta fornece as quantidades
necessarias de colina ao feto, resultando em altas concentracdes plasmaticas de colina
(HOGEVEEN et al., 2013). Ela também ¢ um importante componente do leite materno, visto
que ela auxilia o desenvolvimento cerebral e do sistema nervoso fetal e neonatal e também
auxilia a formagdo de sinapses e a organizagao cerebral. Por isso, os fetos e os recém-nascidos
requerem grande quantidade de colina (MAAS et al., 2017). Os esfingolipidios estao
relacionados a sinalizagao celular, cujos efeitos promovem regulagdo do crescimento celular,
diferenciagdo, apoptose e recrutamento de células imunes (NILSSON, 2016).

Os triacilglicerdis contribuem com cerca de 98-99% da gordura do leite humano e as
suas propriedades sdo influenciadas pela sua composi¢ao de acidos graxos (KOLETZKO,
2017), que estdo relacionados com a absor¢do de gordura e célcio e também sdo importantes

para o desenvolvimento neuronal do recém-nascido (NOVAK; DYER; INNIS, 2008).

2.4.4 Oligossacarideos

Presente em maiores concentragdes no colostro, os oligossacarideos do leite humano
sd0 o terceiro componente mais abundante no leite materno, atras apenas da lactose e dos
lipidios (SMILOWITZ et al., 2013). A sua estrutura depende de genes especificos, sendo assim,
cada lactante sintetiza um subconjunto Unico, que ¢ influenciado pela sua genética e por
enzimas que processam os oligossacarideos do leite (OKUNOLA et al., 2020). Além de variar
entre lactantes, também variam na mesma mulher de acordo com as fases da amamentagao
(CHATURVEDI et al., 2001).

Com a funcdo de nutrir a microbiota do trato gastrointestinal infantil, os
oligossacarideos sdo considerados agentes prebidticos, promovendo o crescimento de
microrganismos benéficos no microbioma intestinal infantil, sendo responsaveis pela
modulagdo da resposta imunoldgica das células epiteliais intestinais € na prevengdo contra
adesdo de patogenos ao epitélio intestinal, prevenindo, assim, infeccdes (MOROZOV et al.,
2018). Eles podem atuar como inibidores das enterotoxinas produzidas pelo Vibrio cholerae e
Escherichia coli, e auxiliam no controle da infeccdo por Campylobacter jejuni € Entamoeba

histolytica (ADAMS; GUTIERREZ; GUTIERREZ, 2019).
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2.4.5 Citocinas e quimiocinas

As citocinas do leite materno sdo de extrema importancia para compor a deficiéncia
das mesmas no recém-nascido, tendo como fun¢do modular a resposta inflamatoria do lactente.
Dentre as citocinas presentes no leite, destacam-se a IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
18, IFN-y, TNF-a e TGF-B (DAWOD; MARSHALL, 2019). Devido a acao dos inibidores de
protease (al-antiquimiotripsina e al-antitripsina), essas citocinas chegam inalteradas ao
intestino do lactente, podendo cumprir suas fungdes, regulando a func¢do imunologica,
hematopoiese, inflama¢do, compensando a imaturidade do sistema imunoldgico neonatal e
consequentemente insuficiéncia anti-inflamatoria e a resposta anti-infecciosa. Embora as
citocinas e quimiocinas tenham multiplas fungdes no leite materno, elas podem ser classificadas
entre pro-inflamatorias, que aumentam a inflamagdo defendendo o organismo da infecgdo e
anti-inflamatorias, que reduzem a inflamagdo (QUITADAMO; COMEGNA; CRISTALLI,
2021).

Foram detectadas elevadas concentracdoes de IL-1 no leite materno e sua func¢ao
também foi demonstrada em estudos ex vivo e in vitro. O antagonista do receptor de IL-1 (IL-
1RA) compete com a citocina pro-inflamatoria, limitando a inflamagdo. Aparentemente, no
leite materno, os sistemas inflamatdrios e anti-inflamatérios estdo em equilibrio, no entanto,
dependendo da condicdo, esse sistema sofre um desequilibrio para conseguir atender aquela
necessidade (AREND, 2002).

O colostro ¢ particularmente rico em IL-2, que auxilia no recrutamento de células T,
necessarias na producdo da resposta imune antigeno-especifica do recém-nascido, que ¢
notoriamente carente no recém-nascido (QUITADAMO; COMEGNA; CRISTALLI, 2021). O
Colostro ¢ também rico em IL-10, que possui sua concentracdo maxima nas primeiras 24 horas
de vida do recém-nascido e tem potencial anti-inflamatdrio. Essa citocina tem sido fortemente
associada com regulacdo da inflamagdo intestinal (DAWOD; MARSHALL, 2019). A IL-8,
também presente em grandes concentracdes no colostro, protege o recém-nascido de sepse e
NEC. Em estudos in vitro, a exposi¢ao de células intestinais a IL-8 estimulou a proliferacao e
diferenciagdo das células intactas e estimulou a vitalidade das células com lesdo, sugerindo que

essa citocina tenha um papel no desenvolvimento fisiologico do intestino (MAHESHWARI et

al., 2002).
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Os neonatos sdo deficientes na produgao de citocinas pro-inflamatdrias como IFN-y e
TNF-a, porém, estas estdo presentes no leite materno. O IFN-y esta envolvido em vias de
sinalizagdo que aumentam a permeabilidade intestinal e melhora a ativagdo dos macrdéfagos no
intestino (YU et al., 2018). Ja o TNF-a desempenha uma fungao de célula imune reguladora e
contribui para a inflamagao sistémica (NOLAN; PARKS; GOOD, 2020).

Com elevadas concentragdes no leite materno, o TGF-3 ¢ uma citocina multifuncional
expressa por grande parte das células (GILA-DIAZ et al., 2019). Suas principais fungdes estao
associadas a modulagdo da resposta imune, regulando a proliferacao e diferenciagdo celular e
diminuindo a expressdo de citocinas pro-inflamatorias. Devido a sua propriedade
imunomoduladora, essa citocina auxilia na maturagdo da defesa intestinal por meio da inducao
de imunoglobulinas na glindula mamaria e no trato gastrointestinal do recém-nascido,
auxiliando no reparo da mucosa intestinal (BRADFORD et al., 2017).

Pode-se perceber que a composicdo do leite é bastante complexa e que cada
componente cumpre uma determinada fungdo. Mas a composicdo do leite vai além dos
nutrientes € compostos citados anteriormente € como exemplo temos a proteina sérica amiloide

A (SAA), que também sera abordada no presente trabalho.

2.5 PROTEINA SERICA AMILOIDE A

As SAAs sao formadas por até 104 aminodcidos e estdo relacionadas com a resposta
de fase aguda, podendo aumentar sua concentracdo em até¢ mil vezes em 24 horas,
principalmente em situacdes como inflamacao, trauma, infec¢do e até mesmo cancer (SACK
JR, 2018). Em humanos, essas proteinas podem ser classificadas em SAAI, SAA2, SAA3 e
SAA4, sendo a SAA1 e SAA2 ainda subdivididas em SAAla, SAAIB, SAAly, SAA2a e
SAA2P e suas estruturas e funcdes diferem entre si. Varias fungdes ja foram descritas para a
SAA, mas a funcdo geral ainda ndo estéd clara. Viu-se que ela esta relacionada a migracao de
leucocitos pela da indugdo de quimiocinas, quimioatracdo de monoécitos (DE BUCK et al.,
2015), células dendriticas imaturas, neutrofilos e linfocitos T (GOUWY et al., 2015). Além
disso, também tem o potencial de induzir citocinas, macréfagos do tipo M2, tem um papel no
transporte de colesterol, entre outros (BUCK et al., 2016).

A SAA ¢ expressa em diversos tecidos como figado, cérebro, colon, esdfago, coracao,

utero, adipdcitos, entre outros. Ela encontra-se também altamente expressa em algumas
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doengas, principalmente no cancer (URIELI-SHOVAL et al., 1998). As concentragdes séricas
de SAA foram correlacionadas positivamente com a gordura corporal em humanos (ZHAO, Y.
et al., 2010). Além disso, um estudo sugeriu que a SAA faz parte da via de sinalizagdo do
lipopolissacarideo (LPS), estando associada com inflamagao, obesidade e resisténcia a insulina.
A restricdo de sono também foi um fator que estimulou a expressao de SAA, tanto em humanos
quanto camundongos. Essa restri¢ao de sono causou um aumento de LPS, que tem a capacidade
de causar alteracdes morfologicas no tecido adiposo podendo promover a proliferagdo de pré-
adipocitos e inflamagao tecidual. Este estudo entdo sugere que concentragdes aumentadas de
SAA podem ser parte da sinalizacdo que liga o sono insuficiente as suas comorbidades
associadas como obesidade e DM2 (OLIVEIRA et al., 2017). A presenga de SAA em células
placentdrias, mais especificamente em trofoblastos do primeiro e terceiro trimestre de gestacao,
sugere que esta proteina possua uma funcdo importante na progressao da gravidez, por meio da
modulag¢do da invasdo trofobléstica, necessaria nos estagios iniciais da gestacdo e também
manuteng¢ao do equilibrio entre citocinas anti e pro-inflamatorias, necessario para a manutencao
da tolerancia materno-fetal (SANDRI et al., 2014).

Na mama, via-se apenas a expressao de SAA1, SAA2, SAA4 e ndo de SAA3, no
entanto, Larson e colaboradores (2003) detectaram a expressao do gene SA43 humano por RT-
PCR ap0os a estimulagdo das células epiteliais da glandula mamaria com o horménio lactacional
prolactina (PRL) ou pelo LPS estimulante de fase aguda (LARSON et al., 2003).

No leite materno também j4 foi detectada a presenca de SAA. Knee e colaboradores
(2015) determinaram a concentragdo da proteina SAA3 no leite materno utilizando o método
de imunoensaio enzimatico e relataram a presenca da proteina em todas as amostras analisadas
e também a diminui¢do da concentragdo com o passar do tempo, sendo o colostro o tipo de leite
mais abundante em SAA (KNEE et al, 2015). J4 Sack e colaboradores (2018) viram a expressao
da SAAT1 no colostro humano, resultando na exposi¢do do recém-nascido durante a gestagcdo e
concluiram que essa proteina pode estar envolvida com a fisiologia intestinal durante o periodo
neonatal precoce (SACK et al., 2018).

Adicionalmente, foi sugerido anteriormente por Filippin-Monteiro e colaboradores
(2011) que o efeito da SAA na proliferacdo de uma linhagem de pré-adipocitos (3T3-L1) foi
mediada pela via de sinalizacdio ERK1/2, no entanto, ndo foi possivel elucidar os papéis das

vias PI3K e p38MAPK. Outro achado importante, foi a inibicdo de GLUT4 e a estimulagdo de
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liberagdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6 e TNF-a) através do estimulo com SAA

(FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2011).

2.5.1 Vias de sinalizacido da SAA

Sandri e colaboradores (2002) foram os primeiros a observar que a SAA induziu a
producao de 6xido nitrico (NO) em macréfagos via TLR4 (toll-like receptor 4) e sugeriram que
a SAA atua como um ligante de TLR4 endogeno. Ademais, usando inibidores especificos, os
autores também demonstraram que a produ¢do de NO era dependente da ativacao das vias da
MAPKSs, ERK1/2 e p38 (SANDRI et al., 2008) (Figura 9).

Com um importante papel em diversos processos celulares, a familia da proteina
quinase ativada por mitogenos (MAPK) possui alguns membros bem caracterizados como a
quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), p38MAPK e INK-MAPK (KOHLER, 2012).
Ja a via da fosfoinositideo 3-quinase (PI3K) ¢ importante na mediacdo da sobrevivéncia celular

e transporte de glicose (PIXU LIU, HAILING CHENG, THOMAS M. ROBERTS, 2011).

Figura 9 — Vias de sinaliza¢do induzidas pelo TLR4.
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2.5.1.1 ERKI/2

A cascata das quinases reguladas por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) ¢ uma via de
sinalizacdo que participa da regulagdo de varios processos celulares como proliferagdo,
diferenciagdo, sobrevivéncia, apoptose e resposta ao estresse (WORTZEL; SEGER, 2011). A
ativacdo dessa cascata ocorre principalmente por meio de receptores de membrana como os de
tirosina quinase, integrinas e canais ionicos (MARMOR; SKARIA; YARDEN, 2004). A partir
do sinal emitido pelos receptores, ocorre o recrutamento de proteinas adaptadoras como a GRB2
e fatores de troca de nucleotideos como o SOS, que, por sua vez, induzem a ativagio de Ras na
membrana plasmatica da célula ou na membrana de organelas celulares. O Ras ativado
transmite um sinal que ativa as proteinas quinases Rafs dessa cascata (WELLBROCK;
KARASARIDES; MARALIS, 2004). Apds a ativacdo, as Rafs transmitem seu sinal fosforilando
MEK1/2, que ativam entdo seus substratos ERK1/2, que sdo seus Unicos alvos, sugerindo que
MEK1/2 serve como componente determinante na ativacdo da cascata ERK1/2 (Figura 10)

(WORTZEL; SEGER, 2011).
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Figura 10 — Via da MAPK/Erk.
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Visdo geral da ativacdo das MAPKs com énfase na via da ERK 1/2. Fonte: Adaptado de Mandal et al. (2015).

2.5.1.2 p38 MAPK

A via p38 também faz parte da via de sinalizagdo de MAPK e ela atua no controle da
apoptose e na liberagdo de citocinas por macrofagos e neutrofilos (MITTELSTADT et al.,
2005). Esta via pode ser ativada por diferentes receptores ou por estresse ambiental como
radiacdo, dano ao DNA, estresse oxidativo, entre outros. Esses receptores ativam MAPKKSs
especificas como MLK?2/3, MEKKSs, ASK1/2 e TAO1/2/3. Essas quinases enviam sinais que
ativam quinases secundérias como MKK6 e MKK3, que por sua vez ativam p38. Uma vez
ativado, o p38 transmite sinais para moléculas reguladoras de fosforilagdo, fatores de
transcri¢cdo entre outros (Figura 11) (CUENDA; ROUSSEAU, 2007).

A via da p38 MAPK possui diferentes fun¢des ja bem elucidadas como controlar a
progressdo e diferenciacdo de mioblastos por meio da atividade do fator de transcricao,

remodelagdo da cromatina e desenvolvimento de mRNAs que codificam reguladores da
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diferenciagdo celular. Ela também atua na migracdo celular, inflamacdo pela ativacdo de

citocinas pro-inflamatorias, apoptose e proliferagdo celular (CUADRADO; NEBREDA, 2010).

Figura 11 — Ativacdo da via p38 MAPK.
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As p38 MAPKs fazem parte da familia MAPK e sdo ativadas principalmente por estresse ambiental e citocinas
inflamatorias. O primeiro componente da cascata ¢ uma MAPKKK, que forforila e ativa MKK3/6 e,
posteriormente, a p38 MAPK, que esta envolvida na regulagdo de véarias moléculas e fatores de transcrigao. Fonte:

Adaptado de JIA ef al. (2022).
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2.5.1.3 PI3K/Akt

Também conhecida como proteina quinase B, a Akt possui um papel critico na
regulacdo de diversas fungdes celulares como metabolismo, crescimento, proliferacao,
sobrevivéncia, transcri¢do e sintese de proteinas (LIU et al, 2011). A cascata de sinalizacdo da
Akt pode ser ativada por receptores tirosina quinase, integrinas, receptores de citocinas, de
linfocitos B e T, receptores acoplados a proteina G entre outros estimulos que induzem a
producao de PIP3 (fosfatilinositol (3,4,5) trifosfatos) por meio da PI3K (fosfoinositida 3-
quinase). Essa produ¢do ativa PDK1 na membrana celular, que fosforila Akt, levando a sua
ativacdo e, consequentemente, a sua atividade enzimatica (Figura 12) (HERS; VINCENT;
TAVARE, 2011).

Figura 12 — Sinalizagdo da via PI3K/Akt.
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Esquema da via de sinalizagdo PI3K/AKT. Receptores de tirosina quinase, integrinas, receptores de citocinas entre
outros recrutam PI3K apos ativagdo e fosforilagdo e induzindo a producdo de PIP3, que ativa AKT e ativando

assim toda a via e regulando o crescimento celular. Fonte: Adaptado de SELLERS et al. (2008).

2.6 JUSTIFICATIVA

Ha ainda muitas lacunas a respeito dos constituintes do leite materno e suas fungdes,

principalmente em humanos, visto a dificuldade de coleta de materiais bioldgicos das maes, por
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estarem extremamente sensibilizadas e também por questdes éticas e legais. Também ha
dificuldade em compreender quais fatores levam a intercorréncias durante a amamentagao
como a baixa produ¢do do leite. Além disso, formas de reverter essas intercorréncias e
promover um aleitamento bem-sucedido ainda ¢ um assunto que precisa ser pesquisado.
Considerando isso, se faz necessario um avango critico no estudo do leite materno humano
como um sistema bioldgico que envolve fatores como a fisiologia materna e também a dieta, o
ambiente ¢ infec¢des, bem como as influéncias do leite no recém-nascido em desenvolvimento.
A falta de compreensdo desse sistema bioldgico contribui para a falta de politicas que
incentivem a amamentacao exclusiva, pois as incertezas acerca da composi¢do do leite e das
funcdes dos seus componentes resultam no ndo reconhecimento da importancia da biologia
desse sistema no contexto da sintese do leite, da duragao ¢ da amamentacao exclusiva. As atuais
abordagens para analisar os componentes do leite sdo insuficientes para compreender a sua
contribuicdo na saide materno-infantil, portanto se faz necessario abordagens que possam
melhorar as estratégias e intervengdes que apoiem a lactagdo, amamentacdo e praticas de
alimentacdo infantil, principalmente para mulheres e recém-nascidos que vivem em ambientes
subnutridos e insalubres. Portanto, estudos que envolvem esses mecanismos € possiveis
tratamentos para melhorar a producao de leite materno devem ser realizados a fim de auxiliar
o aleitamento materno e compreensdo das suas vias associadas a produ¢do de leite materno.
Neste trabalho, buscou-se evidenciar fatores externos que afetam a composicao do leite e a
amamentagao, bem como a fungdo da SAA na mama, uma vez que esta foi detectada tanto na
mama quanto no leite materno. Até onde se sabe, esse € o primeiro trabalho que busca estudar
a fun¢do desta proteina na mama. O presente estudo também visou estudar a metformina como
um possivel fairmaco capaz de aumentar a sintese do leite em maes com producao insuficiente.
Com o intuito de obter uma abordagem mais completa do tema composic¢ao do leite materno e
amamentagao neste trabalho optou-se por avaliar o leite empregando-se um estudo clinico e a

mama por meio de estudo in vitro e in silico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a composi¢ao do leite materno e a fungdo da SAA na mama, bem como
avaliar o efeito da metformina na lactogénese, a fim de elucidar possiveis fatores associados a

diminui¢do precoce da lactogénese e aumentar a duracao do aleitamento materno.

3.1.1 Objetivos Especificos

Estudo clinico

- Determinar o perfil inflamatorio sérico e estado nutricional de maes entre 24-48h
apos o parto atendidas em hospital tercidrio de referéncia;

- Determinar o estado do aleitamento materno por meio de acompanhamento remoto
durante os seis primeiros meses pos-parto;

- Determinar a concentracdo de macromoléculas do leite materno das amostras
coletadas;

- Determinar o perfil de marcadores inflamatdrios e componentes do leite materno bem
como a sua relacdo com o estado nutricional da mae, caracteristicas clinicas maternas e do

recém-nascido e o desfecho da amamentagao;

Estudo in vitro

- Avaliar o efeito do SAA sobre a proliferacdo de células mamarias;

- Investigar em qual via de sinalizagdo a SAA atua em células mamarias;

- Avaliar a expressao de citocinas em células mamarias apos estimulo com SAA e/ou
metformina;

- Avaliar a capacidade de captagdo de glicose de células mamarias a partir de estimulo
com SAA ¢/ou metformina;

- Identificar alteracdes morfoldgicas nas células mamarias apds estimulo com SAA

e/ou metformina;
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Estudo in silico

- Investigar o potencial galactagogo da metformina na mama;

- Avaliar a expressao de transportadores de metformina na glandula mamaria;

- Elencar as possiveis mutacdes do principal transportador de metformina da mama;
- Determinar a interagdo entre metformina e seu transportador na glandula mamaria;

- Determinar a interagdo entre metformina e a proteina AMPK.
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4 METODOLOGIA

4.1 ESTUDO CLINICO

4.1.1 Casuistica e aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Hospital Universitario Professor Polydoro Ernani
de Sao Thiago (HU — UFSC/EBSERH) ¢ pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE 68008317.4.0000.0121) (ANEXO A). As
participantes foram recrutadas em até 48h apds o parto. Para participar, as voluntarias aceitaram
todos os procedimentos do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Foram incluidas no estudo maes internadas no Alojamento Conjunto que aceitassem
participar do estudo. Foram excluidas do estudo maes portadoras do virus HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) 1-2 e HTLV (virus linfotropico da célula humana) 1-2 ou que
apresentavam qualquer outro impedimento clinico descrito pela equipe médica para
amamentacdo. A avaliagdo do estado nutricional da gestante foi realizada conforme a idade
gestacional, utilizando a tabela desenvolvida por Atalah e colaboradores em 1997 (APENDICE
A). A partir disso, as maes foram divididas em quatro grupos de estado nutricional: baixo peso,
peso adequado, sobrepeso e obesidade.

Em questionario (ANEXO B) previamente montado e também aplicado pela equipe
do projeto, foram coletadas as seguintes informacoes:

- Peso pré-gestacional referido;

- Peso atual;

- Altura;

- Aspectos socioecondmicos (nivel escolar e ocupacao);

- Tipo de parto;

- Numero de filhos;

- Amamentag0es anteriores (se houver);

- Peso do RN;

- Complicagdes na gravidez.

Algumas das respostas, como o peso atual, altura, tipo de parto, peso do RN e

complicacdes na gravidez foram retiradas dos prontuarios das participantes e dos RN.
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Além disso, as participantes foram acompanhadas mensalmente por até seis meses ¢
foram orientadas a comparecer as visitas mensais ao pediatra de escolha (rede privada ou
Unidade Basica de Saude) e receberam informagdes sobre a importincia da amamentacao.
Informacdes sobre o estado de amamentagao foram coletadas e definidas da seguinte forma:

- Amamentagdo exclusiva - o recém-nascido recebe apenas leite materno e nao sao
dados outros liquidos ou sélidos, nem mesmo agua, exceto solucao de reidratagdao oral, ou
gotas/xaropes de vitaminas, minerais ou medicamentos;

- Aleitamento misto - os recém-nascidos recebem leite materno e/ou qualquer

alimentos ou liquidos, incluindo leite ndo humano e formula (WHO, UNICEF, USAID, 2010).

4.1.2 Determinac¢ao de marcadores em amostras séricas

4.1.2.1 Coleta das amostras de soro

O sangue periférico foi coletado por puncdo venosa entre 24-48h ap6s o parto. As
amostras de sangue foram coletadas em tubos a vacuo de 8 mL, centrifugados a 700 g por 15
minutos e o soro obtido foi transferido para tubos do tipo eppendorfs. As amostras foram

armazenadas a -80 °C até o momento das analises.

4.1.2.2 Determinagdo de parametros bioquimicos

Com o intuito de caracterizar metabolicamente as participantes a partir da coleta das
amostras de soro materno, os parametros bioquimicos colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, VLDL-colesterol, triglicerideos, glicose e acido urico foram determinados
através de método colorimétrico (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) utilizando-se o
equipamento BS-120 (Mindray Medical International Co., Shenzhen, China). Adicionalmente,
os hormonios prolactina e progesterona também foram determinados nas amostras de soro por
meio do equipamento automatizado Advia Centaur XP Immunoassay. O método de
quimioluminescéncia por microparticulas foi utilizado para as determinagdes hormonais. Os
conjuntos diagndstico Advia Centaur PRL e Advia Centaur PRGE (Siemens Healthcare,

Amadora, Portugal) foram utilizados para as dosagens de prolactina e progesterona,
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respectivamente. Os resultados do ensaio foram expressos em mg/dL para as dosagens

bioquimicas e em ng/mL para as dosagens hormonais.

4.1.2.3 Determinacao de IL-6 e MCP-1

As concentragoes de IL-6 e MCP-1 foram determinadas através de ensaio
imunoenzimatico de acordo com as instrugoes do fabricante (Kit DuoSet; Quantikine, R&D
Systems, Minneapolis, MN, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de 2,2 pg/mL para IL-6 e de
1,0 pg/mL para MCP-1.

Para a analise dos dados, uma curva padrao foi criada tracando a absorbancia média
para cada padrdo no eixo y com a concentragdo no eixo x ¢ desenhando uma curva de melhor
ajuste através de oito pontos no grafico. Por meio da equacdo da reta, foi possivel calcular a

concentra¢do de cada amostra. Os resultados do ensaio foram expressos em pg/mL.

4.1.3 Determinaciao de marcadores em amostras de colostro

4.1.3.1 Coleta das amostras de colostro

Para a coleta do leite materno (colostro), aproximadamente 2 mL de amostra foi
solicitado e obtido por ordenha manual, procedimento usual recomendado e facilitado pelos
profissionais do Central do Incentivo ao Aleitamento Materno (CIAM) entre 24-48h ap6s o
parto. As amostras foram coletadas em copos coletores, posteriormente transferidas para

eppendorfs e armazenadas a -80 °C até o momento das analises.

4.1.3.2 Determinagado de SAA, leptina, PCR, IL-15, TNF-a e IL-8, IL-6, MCP-1, IL-10 e IFN-y

Previamente as andlises, as amostras de colostro foram centrifugadas a 11.200 g por
30 minutos a 4 °C, dessa forma, foi possivel retirar a gordura do leite, etapa sugerida pelo
fabricante com o intuito de eliminar possiveis interferentes. As concentracdes de SAA, leptina,
PCR, IL-1B, TNF-a e IL-8, IL-6, MCP-1, IL-10 e IFN-y foram determinados nas amostras de
colostro através de ensaio imunoenzimdtico de acordo com as instru¢des do fabricante (Kit

DuoSet; Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). A sensibilidade do ensaio foi de
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0,41ng/mL para SAA, 1,0 ng/mL para Leptina, 0,8 pg/mL para PCR, 1,0 pg/mL para IL-1p,
6,23 pg/mL para TNF-a, 7,5 ng/mL para IL-8, 2,2 pg/mL para IL-6, 1,0 pg/mL para MCP-1,
0,4 pg/mL para IL-10 e 0,173 pg/mL para [FN-y.

Para a andlise dos dados, uma curva padrao foi criada tracando a absorbancia média
para cada padrao no eixo y com a concentra¢ao no eixo x ¢ desenhando uma curva de melhor
ajuste através de oito pontos no grafico. Por meio da equacao da reta, foi possivel calcular a
concentracdo de cada amostra. Posteriormente, todos os resultados foram normalizados usando

a concentragao de proteina total. Os resultados do ensaio foram expressos em pg/mL ou ng/mL.

4.1.3.3 Determinagdo de proteina total

Para a determinacdo de proteinas no colostro através de método colorimétrico,
primeiramente foi preparada a curva de calibragdo utilizando-se o padrao de albumina (Thermo
Scientific Pierce™ BCA Protein Assay Kit, MA, EUA) e o reagente de trabalho (mistura 1:50
do reagente B com o reagente A) fornecidos no conjunto diagndstico. Para a analise, foram
utilizadas placas de 96 pocos, onde foram adicionados 25 pL de cada ponto da curva e das
amostras, posteriormente, adicionou-se 200 pL. do reagente de trabalho ja previamente
preparado e homogeneizado em agitador por 30 segundos. Posteriormente, a placa foi incubada
a 37 °C durante 30 minutos e a absorbancia foi lida utilizando-se leitor de microplacas em
comprimento de onda de 562 nm. Os dados foram analisados a partir da interpolagdo das

amostras com a curva padrdo. Os resultados do ensaio foram expressos em mg/mL.

4.1.3.4 Determinagdo de acido graxo

Para a dosagem quantitativa de 4cidos graxos nas amostras de colostro, foi utilizado o
método colorimétrico enzimatico empregando-se o conjunto diagnostico NEFA-HR(2) (Wako
Chemicals Europe GmbH, Neuss, Germany). Os reagentes foram previamente preparados pela
mistura do solvente de cor A com o solvente A e do solvente de cor B com o solvente B,
resultando nos reagentes R1 e R2, respectivamente. Para os ensaios, foi utilizada uma placa de
96 pogos onde, primeiramente, foram pipetadas a curva de calibragdo e as amostras misturadas
com os reagentes R1 e R2, de acordo com as proporg¢des e instrucdes do fabricante. A leitura

da absorbancia foi realizada ap6s 7,5 minutos de incubacdo utilizando-se um leitor de
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microplaca em comprimento de onda de 546 nm. Os dados foram analisados a partir da
interpolagdo das amostras com a curva padrdo. Os resultados do ensaio foram expressos em

mmol/L.

4.1.3.5 Determinagdo de quilocalorias (Kcal) e porcentagem de gordura

Amostras de colostro foram aquecidas em banho-maria a 40 °C por 15 minutos e
agitadas em vortex. As amostras aquecidas foram colocadas em capilares, vedadas e
centrifugadas por 15 minutos. Apds a separacdo do creme e do soro, o teor de gordura e Kcal
foram determinados pelo método proposto por Fujimori e colaboradores (FUJIMORI ef al.,

2015):

Teor de gordura = %creme - 0,59/1,46 (1)
Kcal/L = (68,8 x %creme) + 290 (2)
onde a %creme = coluna de creme (mm) x 100

Os resultados do ensaio foram expressos em Kcal ou porcentagem.

4.1.4 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A simetria dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. As varidveis ndo paramétricas (analises das amostras de soro e leite materno)
foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney U e os resultados foram expressos em mediana
e menor e maior valor encontrado. O teste Qui-quadrado foi utilizado para associacao dos
resultados da amamenta¢do com o estado nutricional. A regressdo logistica foi realizada para
avaliar a associagdo entre IL-6 e o estado da amamentacdo apds os seis meses de
acompanhamento das participantes. Todas as correlagdes apresentadas foram avaliadas usando-
se o coeficiente de correlacdo de Spearman (rho). O nivel de significancia foi estabelecido em

P <0,05 para todas as analises.
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4.2 ESTUDO IN VITRO
4.2.1 Cultura celular

Para este estudo, foi utilizada a linhagem celular de mama humana MCF-10A
(CRL10317, ATCC). A MCF-10A ¢ uma linhagem de células epiteliais ndo-tumorigénica que

foi isolada em 1984 da glandula mamaria de uma mulher branca de 36 anos com mamas

fibrocisticas (Figura 13).

Figura 13 — Linhagem celular MCF-10A.

ATCC Number: CRL-10317
Designation:  MCF-10A

Low Density High Density

Linhagem celular de mama humana MCF-10A cultivada em Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)/mistura
de Nutrientes de Ham F12 (1:1). Aumento de 10x. (A) baixa densidade celular, foto retirada da ATCC®; (B) alta
densidade celular, foto retirada da ATCC®; (C) baixa densidade celular, foto retirada pela autora; (D) alta
densidade celular, foto retirada pela autora. Fonte: (A) e (B): ATCC®; (C) e (D): a autora
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A linhagem celular de mama humana MCF-10A foi cultivada em garrafas plasticas
para cultura celular, contendo meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)/mistura de
Nutrientes de Ham F12 (1:1) acrescido de 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina,
10 mM de HEPES e suplementado com 2,5 mM de L-glutamina, 5% de soro de cavalo, 10
ug/mL de insulina humana, 0,5 pg/mL de hidrocortisona e 10 ng/mL de EGF. As células foram

mantidas em estufa umidificada a 37 °C, em atmosfera de 5% de dioxido de carbono (COy).

4.2.2 Viabilidade celular

O ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio] foi
utilizado para avaliar a viabilidade celular em resposta aos inibidores farmacologicos
especificos de ERK1/2 (PD98059), p38MAPK (SB203580) ¢ PI3K (wortmannin) e em resposta
ao tratamento com o firmaco metformina. Para avaliar a citotoxidade desses inibidores e da
metformina para a linhagem celular de mama humana MCF-10A, as células foram plaqueadas
na concentragao de 5x10? células por poco em placas de 96 pogos. Apds 48 h do plaqueamento,
o meio de cultura foi trocado e, apos 96 h do plaqueamento, o meio de cultura foi trocado por
meio de cultura com privagdo de soro, a 0,5, 5 e 10% de soro de cavalo. Apds 144 h do
plaqueamento, as células foram tratadas com os inibidores nas seguintes concentragdes:

PD98059: 50 uM

SB203580: 10 uM

Wortmannin: 100 nM

E, para a metformina, nas seguintes concentragdes: 1, 2,4, 8, 16 € 32 mM.

Células incubadas apenas com meio de cultura foram utilizadas como controle. Apods
o periodo de 48 h de tratamento com os inibidores ou com a metformina, o meio de cultura dos
pogos foi substituido por uma solu¢do de MTT com meio de cultura (0,5 mg/mL) por 2 h,
retirado e adicionado 100 pL. de Dimetilsulfoxido (DMSO) para dissolugdo dos cristais. Para
determinar a concentracdo de MTT reduzido a formazan pelas desidrogenases mitrocondriais
das células viaveis, a absorbancia foi medida em espectrofotometro Perkin-Elmer LS55
(Boston, Massachusetts, EUA) em comprimento de onda de 540 nm. Este experimento foi
realizado em triplicata em trés dias consecutivos. Os resultados do ensaio foram expressos em

porcentagem de células viaveis.



52

4.2.3 Proliferacio celular

Para o ensaio de proliferacdo celular, foram utilizados os mesmos inibidores
farmacoldgicos especificos de ERKI1/2 (PD98059), p38MAPK (SB203580) e PI3K
(wortmannin). Para isso, as células MCF-10A foram plaqueadas na concentragio de 3x10*
células por poco em placas de 24 pogos. Apos 48h do plaqueamento, o meio de cultura foi
trocado e, apos 96 h do plaqueamento, o meio de cultura foi trocado por meio de cultura com
privagdo de soro (0,5% de soro de cavalo). Ap6s 144 h do plaqueamento, as células foram pré-
tratadas com os inibidores isoladamente nas concentra¢des de 50 puM (PD98059), 10 uM
(SB203580) e 100 nM (wortmannin) ou em associacao com 5 pg/mL de rSAA. Apos 48h de
tratamento, as células foram tripsinizadas e a tripsina foi inativada utilizando meio de cultura.
A proliferagao celular foi avaliada pela contagem de células utilizando-se a cAmara de Neubauer
e corante Trypan blue. Para isso, foi feita a média do numero de células contabilizadas nos
quatro quadrantes da camara, multiplicado pelo fator de diluicdo das células e entdo
multiplicado pelo fator de corre¢ao da camara. Este experimento foi realizado em triplicata em

trés dias consecutivos. Os resultados do ensaio foram expressos em nimero de células/mL.

4.2.4 Ensaio clonogénico

As células previamente tratadas com 5 pg/mL de rSAA, 50 uM de PD98059, 10 uM
de SB203580 e/ou 100 nM de Wortmannin foram semeadas em placas de 6 pocos em uma
densidade de 500 células/pogo. As células foram mantidas em cultura por mais sete dias a 37
°C em uma atmosfera contendo 5% de CO2, e 0 meio de cultura foi trocado a cada 48 h. Apds
o 7° dia, quando as c¢lulas ja haviam formado colonias suficientemente grandes, o meio foi
removido dos pocos e as células foram lavadas cuidadosamente com tampdo fosfato-salino
(PBS) 1X. Posteriormente, o PBS foi removido e as células foram fixadas com glutaraldeido
6% (v/v). Apos a fixacdo das células, foi adicionada uma solucdo de cristal violeta 0,5% (p/v)
em cada poco durante 30 minutos para corar as colonias. Apos a incubagdo, o corante foi
removido cuidadosamente e os pocos foram lavados com dgua e secados ao ar a temperatura
ambiente (21 °C). Apos secagem total dos pogos, foram obtidas imagens digitais das colonias
utilizando-se uma camera. A area das coldonias foi analisada utilizando-se o software Imagel

(V1.51p) e o plugin ColonyArea (BOURNE, 2010). Este experimento foi realizado em
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triplicata em trés dias consecutivos. Os resultados do ensaio foram expressos em escala de

intensidade e porcentagem de area ocupada pelas colonias.

4.2.5 Determinacio das concentracoes de IL-6, MCP-1, IFN-y e SAA em sobrenadante

celular

As amostras do sobrenadante celular foram coletadas e armazenadas a -80 °C antes da
determinagdo da concentragao dos marcadores por ELISA. As concentragdes de IL-6, MCP-1,
IFN-y e SAA foram determinadas por ELISA, de acordo com as instrugdes do fabricante BD
OptEIA™ (Franklin Lakes, Nova Jersey, EUA) para as analises de IL-6, MCP-1 e IFN-y, e
Invitrogen™ (Camarillo, California, EUA) para a andlise de SAA. A metodologia para
determinagdo das citocinas por ELISA foi semelhante a realizada anteriormente utilizando
amostras de colostro (item 3.4.2), desconsiderando apenas a etapa inicial de extragdo de gordura
no leite. Além disso, o conjunto diagnostico da SAA ja possuia as placas sensibilizadas com
anticorpos, sendo assim, ndo foi necessaria a etapa prévia de sensibilizagdo da placa. A
sensibilidade do ensaio foi de 2,2 pg/mL para IL-6, 1,0 pg/mL para MCP-1, 0,173 pg/mL para
IFN-y e 4 ng/mL para SAA. Os resultados do ensaio de ELISA foram expressos em pg/mL ou
ng/mL.

4.2.6 Ensaio de captacio de glicose

Primeiramente, as células MCF-10A foram plaqueadas na concentracao de 5x10°
células por pogo em placas de 96 pogos. Apos 48 h do plaqueamento, o meio de cultura foi
trocado e, apds 96 h, as células foram mantidas em privacdo de soro em meio de cultura a 0,5%
de soro de cavalo. Apos 144 h do plaqueamento, as células foram tratadas com 5 pg/mL de
rSAA e/ou 8 mM de metformina e um controle sem tratamento também foi mantido. Ap6s 48h
do tratamento, o meio de cultura foi removido e todos os pogos foram lavados com PBS 1X.
Os pogos entdo foram acrescidos de 100 pL de Krebs Ringer (122 mM NaCl, 3 mM KCl, 1,2
mM MgSOq4, 1,3 mM CaCly, 0,4 mM KH>POj4, 25 mM NaHCO3) com 14C-DG (0,1 pCi/mL)
e incubados durante 30 minutos a 37 °C. Apds incubagdo, todo o liquido foi retirado e todos os
pocos foram novamente lavados com PBS 1X para tirar o excesso de radioativo. Foi entdo

adicionado 200 pL de NaOH 0,5M para lise celular e destes, foram utilizados 25 pL e
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dissolvidos em 1 mL de liquido de cintilagdo. Os restantes das amostras foram utilizados para
determinagdo de proteina pelo método de Lowry. As amostras foram mantidas em geladeira até
o momento da leitura, realizada em cintilador Tri-Carb® 2800TR LSA (Perkin Elmer, EUA).

Os resultados do ensaio de captacdo foram expressos em nmol de glicose/mg de proteina.

4.2.7 Dosagem de proteina pelo método de Lowry

A dosagem de proteinas das amostras utilizadas para o ensaio de captacdo de glicose
foi realizada utilizando-se o método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Primeiramente, foram
preparadas as solucdes de carbonato de célcio 4%, hidréxido de sédio 0,2 M, sulfato de cobre
1%, tartarato de sddio e potassio 2% e solucdo padrdo de albumina bovina 1 mg/mL. Apos, foi
feita a dilui¢@o da solucdo padrao de albumina para preparar a curva de calibragdo do teste. Foi
pipetado 20 uL de cada ponto da curva e das amostras em placa de 96 pogos. Posteriormente,
foi preparada a solucdo Cupro Alcalina, através da diluicdo das solucdes preparadas
anteriormentes. Foram adicionados 160 puL da solu¢do Cupro em cada pogo e a placa foi
incubada durante 10 min. Apos, foi adicionado 16 pL do reativo de Folin Ciocalteau 1:4 em
cada poco e a placa foi novamente incubada durante 30 min. Ao final, foi feita a leitura da

absorbancia em 725 nm e o calculo da concentracdo de proteinas foi realizado.

4.2.8 Microscopia eletronica de transmissao

Primeiramente, as células MCF-10A foram plaqueadas na concentragio de 3x10*
células por pogo em placas de 24 pogos. Apds 48 h do plaqueamento, o meio de cultura foi
trocado e, apds 96 h, as células foram mantidas em meio de cultura com privagao de soro (0,5%
de soro de cavalo). Apos 144 h do plaqueamento, as células foram tratadas com 5 pg/mL de
rSAA e/ou 8 mM de metformina.

Apo6s 48 h de incubacdo com os tratamentos, as células foram tripsinizadas,
transferidas para eppendorfs e centrifugadas para retirar todo o meio de cultura e os tratamentos.
Apos, foram fixadas utilizando-se solugdo fixadora de paraformaldeido 4%, glutaraldeido 3%
e cacodilato de sodio 0,1 M. Apds 24 h em solugdo fixadora, as células foram lavadas trés vezes
com tampao cacodilato de s6dio 0,1 M e entdo fixadas com tetroxido de 6smio 1% durante 2 h.

As células foram entdo novamente lavadas trés vezes com tampao cacodilato de sddio 0,1 M e
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posteriormente desidratadas com concentragdes crescentes de alcool. Apds a etapa de
desidratacao, iniciou-se o processo de infiltragdo, com concentragdes crescentes de resina
SPURR®. Depois da ultima etapa de infiltragdo, a resina contendo o pellet de células foi
polimerizada a 70 °C durante 48 h. Apoés, foram feitos cortes ultrafinos contendo as células e
colocados sobre o grid, contrastados com acetato de uranila 5% e citrato de chumbo para ser

entdo realizada a visualizacdo da morfologia e organelas celulares em microscopio eletronico

de transmissdo 100 kV (JEM 1011, JEOL, EUA).

4.2.9 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A simetria dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os dados paramétricos (experimentos in vitro) foram expressos em média +
desvio padrao e as diferencas entre os grupos foram avaliadas utilizando o teste ANOVA de
uma via com pds-teste de Bonferroni quando trés ou mais variaveis e teste t de Student quando
comparadas duas varidveis. O nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as

analises.

4.3 ESTUDO IN SILICO

4.3.1 Analise do transportador de metformina

Primeiramente, foi realizada uma revisdo na literatura em que se detectou que o uso
da metformina durante a gestacao ¢ seguro e compativel com a amamentacdo (AMAEFULE et
al., 2020) e que poucos estudos analisaram o papel deste farmaco como galactagogo. No
entanto, a partir da analise de Nommsen-Rivers e colaboradores, sugere-se que ela seja
promissora (NOMMSEN-RIVERS et al., 2019).

Sendo assim, para determinar o papel da metformina na mama como um possivel
galactagogo, primeiramente, foi avaliada a presenca no tecido mamario de genes especificos
que codificam os transportadores da metformina. Para isso, inicialmente, foi utilizada a base de
dados de transcriptoma GTEx (genotype-tissue expression) (https://gtexportal.org’home), em

que se avaliou cada um dos genes e sua expressao na mama, assim, foram selecionados os genes
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mais expressos. Esses genes foram também pesquisados na base de dados The Human Protein
Atlas (https://www.proteinatlas.org/), onde foi possivel fazer uma andlise do transcriptoma e
proteoma em diferentes tecidos para cada gene, permitindo a caracterizagdo de cada um deles
no tecido mamario.

Ao final das analises, o gene que apresentou maior expressao de proteina no tecido
mamario foi analisado na base de dados gendmica dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/),
com o intuito de verificar variantes desse gene, avaliando-se a distribui¢do populacional
(frequéncia alélica). Dentre as diversas variantes analisadas, as mutagdes do tipo missense
foram submetidas a andlise a partir de algoritmos preditivos PredictSNP
(https://loschmidt.chemi.muni.cz/predictsnp/) (Figura 14). Por altimo, para avaliar os efeitos

HOPE

estruturais dessas mutagoes, foi utilizada a plataforma

(https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/) (Tabela 2).

Tabela 2 — Bases de dados, fungdes e caracteristicas.

Base de dados Funcao Caracteristica
GTEx Avaliar correlagdes entre o Possui um total de 17.382
gendtipo e os niveis de amostras de diversos tecidos
expressio de genes em
tecidos especificos
The Human Protein Atlas ~ Mapeamento de todas as Andlise de proteoma em
proteinas  humanas em 17.268 proteinas
células, tecidos e o6rgdos
dbSNP Banco de dados de dominio Pode ser utilizado para
publico  para  pesquisa mapeamento fisico, andlise
polimorfismos genéticos funcional, farmacogendmica,
estudos de associacdo e
estudos evolutivos
PredictSNP Previsao de mutagdes Contém mais de 43.000
relacionadas a doenga mutagoes
HOPE Analise de efeitos estruturais Constréi um relatério com

e funcionais de mutacoes

texto, figuras e animacdes,

tornando-o mais intuitivo
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Fonte: plataformas GTEx, The Human Protein Atlas, dbSNP, PredictSNP e HOPE

Figura 14 — Fluxograma da metodologia computacional utilizada.
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4.3.2 Escolha da proteina

A escolha da proteina quinase ativada por 5'-AMP (adenosina monofosfato) utilizada
para os estudos de docking e dinamica molecular foi realizada a partir do estudo do mecanismo
de ag¢do da metformina. Sendo assim, primeiramente utilizou-se a plataforma Signor 3.0
(https://signor.uniroma2.it/) para identificar possiveis alvos da metformina em humanos,
buscando como entidade “metformin” e aplicando o filtro “Homo sapiens”. Signor 3.0 ¢ um
repositorio publico de relagdes causais anotadas manualmente entre proteinas humanas,
produtos quimicos de relevancia bioldgica, estimulos e fenotipos (SURDO et al., 2023).
Estudos apontam para um papel regulador da metformina que pode atuar na modulagdo positiva
do gene PRKAA2, que codifica a subunidade catalitica alfa-2 da proteina quinase ativada por
5'-AMP (ZHOU, G. et al., 2001). O transportador OCT3 (Solute carrier family 22 member 3,
sinonimia Organic Cation Transporter-3) utilizado para a o estudo de docking molecular foi

selecionado da maneira descrita anteriormente no item 3.4.1.
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A realizagdo das simulagdes computacionais depende da utilizagao da estrutura 3D da
proteina de interesse. Para tanto, buscou-se a proteina codificada de acordo com o gene
selecionado e também um identificador que cumprisse os critérios de selecdo que incluiram a
resolugdo de no maximo 3A e cuja caracterizago estrutural tivesse sido resolvida empregando
o método de raio X, por possuir uma melhor qualidade.

Dados adicionais disponiveis na Uniprot (COUDERT et al, 2023) para o gene
PRKAA2  (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P54646) e para o gene SLC2243
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/O75751) também foram considerados na sele¢do das
estruturas para os ensaios in silico.

O consorcio UniProt (Universal Protein Knowledgebase) (https://www.uniprot.org)
apresenta uma base de dados de livre acesso, com informagdes de sequéncias de proteinas e de
suas fungdes, na qual muitas das entradas procedem de projetos de sequenciamento de genomas
(UNIPROT, 2023). Ademais, a UniProt apresenta indicadores que oferecem uma estimativa
inicial da qualidade das informagdes disponiveis as quais incluem a revisdao do conteudo com
base na UniProtKB (Swiss-Prot) e um escore atribuido a anotagdo (annotation score). Como
um dos componentes do consorcio o UniProtKB/Swiss-Prot atua na curadoria especializada dos
dados. As proteinas AMPK e OCT3 selecionadas apresentaram dados curados e o maior escore
de anotagdo (5/5).

Ap0s essa busca inicial, foram selecionadas as estruturas cristalograficas das proteinas
humanas AMPK e OCT3. A estrutura da AMPK encontra-se depositada na Protein Data Bank
(PDB) (https://www.rcsb.org/) (BERMAN et al, 2000) sob o coédigo 4ZHX
(https://www.rcsb.org/structure/4ZHX) (LANGENDORF et al., 2016) e a estrutura
cristalografica do transportador OCT3 esta depositada na PDB sob o codigo 7ZHO
(https://www.rcsb.org/structure/7ZH0) (KHANPPNAVAR et al., 2022). Tal seleg¢do se baseou
em escores indicativos da qualidade estrutural geral e local descritos no item 3.4.3.

Adicionalmente, a proteina 4ZHX foi também avaliada quanto & sua expressdo na
mama humana nas plataformas Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home) e The
Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/). Ambas as plataformas permitem mapear
as proteinas humanas em células, tecidos e 6rgaos através da integracdo de varias tecnologias

omicas (PAPATHEODOROU et al., 2018).
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4.3.3 Analise da qualidade estrutural e validacao dos modelos gerados

Para a geracao de cada modelo por homologia da cadeia de interesse das proteinas
AMPK e OCT3, foram empregadas as sequéncias FASTA correspondentes as entradas PDB
4ZHX e PDB 7ZH0, respectivamente. Dados complementares foram obtidos na Base de dados
UniProt para AMPK (https://www.uniprot.org/uniprotkb/P54646/entry#structure) e para OCT3

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/O75751/entry#structutre).

Os algoritmos do servidor Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) utilizaram
como alvo (target) as sequéncias FASTA das proteinas de interesse para gerar modelos por
homologia. Entre os modelos gerados foi selecionado apenas o que apresentou maior identidade
(100%) e maior valor de estimativa de qualidade global do modelo ou GMQE (Global Model
Quality Estimate) comparativamente aos dados cristalograficos depositados no banco de dados
(WATERHOUSE et al., 2018).

A qualidade das estruturas 3D dos modelos foi avaliada através dos softwares Swiss-
Model Qmean (https://swissmodel.expasy.org/qmean/), ProSA-web
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), Procheck (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/software/PROCHECKY/) e PDBSum (http://www .ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/) (LASKOWSKI; THORNTON, 2017; R. A. LASKOWSKI, M. W.
MACARTHUR, 1993; STUDER et al., 2020; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Todas essas
ferramentas avaliam a qualidade do modelo 3D a partir de diversos dados como estereoquimica,
distancias, além de potenciais estatisticos e sao empregadas na validacdo do modelo gerado.

Adicionalmente, a ferramenta Phobius (KROGH; SONNHAMMER; KA, 2004)
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/) foi aplicada no estudo apenas do transportador

OCT3 de maneira a facilitar a visualizagdo dos dominios transmembrana.

4.3.4 Analise do ligante

A estrutura quimica do ligante (metformina) foi extraida do Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e do Zinc15 (https://zinc15.docking.org/), que sdo bancos
de dados de moléculas e compostos quimicos. Para a analise de qualidade da estrutura, foram
utilizados os softwares MarvinSketch 22.16, 2022 (http://www.chemaxon.com) e o Avogadro

1.2.0 (https://avogadro.cc/). Ambos os softwares permitem a constru¢do e visualizacdo de


https://www.uniprot.org/uniprotkb/O75751/entry#structutre
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formulas estruturais e moleculares com visualizacao 2D e 3D, bem como acesso a0 mecanismo
de correcdo de erros de ligagao e estrutura (HANWELL ez al., 2012). Apds anélise de qualidade,
foi selecionada a estrutura encontrada no Zincl5, pois o conformer extraido do Pubchem
apresentava um erro de ligacdo. Com os SMILES (Simplified Molecular Input Entry System)
da estrutura do Zincl5, foi possivel realizar o perfil ADMET do ligante, onde avaliou-se os
descritores fisico-quimicos, as propriedades farmacocinéticas e toxicidade. Foram utilizados
entdo ferramentas de predi¢des de absorcao, distribui¢do, metabolismo, excregado e toxicidade,
através das plataformas SwissADME (http://www.swissadme.ch/) ¢ ADMETLab 2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; XIONG et al., 2021).

4.3.5 Docking molecular

Foi possivel iniciar a preparacao para o docking molecular a partir dos arquivos finais
gerados para o ligante e para cada cadeia da proteina isolada. Para tanto, houve a remocao de
agua e de ligantes co-cristalizados os quais foram excluidos do modelo por homologia gerado
durante a etapa de preparacao dos arquivos. Nessa etapa, também foi realizada a minimizagao
da energia usando o campo de forca AMBER ff14SB no software UCSF Chimera, versao 1.16
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (TROTT, OLEG; OLSON, 2011), tanto para a estrutura
3D de cada proteina quanto para a do ligante. Na sequéncia, os arquivos gerados foram
submetidos ao programa ACPYPE para permitir a conversdo do formato dos mesmos. Isso
permitiu a aprovagado da topologia pelos softwares empregados na etapa de dindmica molecular.
O aplicativo ACPYPE (SOUSA; VRANKEN, 2012) utiliza a ferramenta AmberTools
(SALOMON-FERRER; CASE; WALKER, 2013) para gerar a topologia a ser utilizada nas
simulagdes de dinamica molecular.

As simulagdes do docking proteina-ligante foram entdo realizadas utilizando o
software AutoDock Vina/UCSF Chimera versdo 1.16 utilizando os parametros default. As
dimensodes da caixa de simula¢ao ou Grid Box foram otimizadas de acordo com os escores de
energia de ligacdo preditos pelo AutoDock Vina. Os calculos foram realizados automaticamente
para cada uma das poses do ligante durante os ensaios preliminares. Uma vez estabelecidas as
coordenadas e o tamanho da caixa de simulacdo foram conduzidos os ensaios de docking, em
triplicata. Durante esses ensaios foram gerados arquivos contendo todas as poses do ligante nas

coordenadas espaciais otimizadas (X, y € z) com os valores de escores de energias de ligacao
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calculadas (kcal/mol). Assim, na sequéncia, foi realizada a separa¢do das poses do ligante
preditas pelo software AutoDock Vina, através do aplicativo Vina split. Dessa maneira foi
possivel gerar os arquivos 3D individualmente para cada uma das poses do ligante (arquivo
extensao .pdbqt). Cada arquivo do ligante foi utilizado juntamente com o arquivo da proteina
(.pdbqt) para construir o arquivo do complexo proteina-ligante (extensdo .pdb) no software

PyMOL (Molecular Graphics System Versao 4.6.0 Open Source) (https://pymol.org/2/).

As andlises posteriores foram realizadas apenas para o arquivo (.pdb) contendo a
proteina interagindo com o ligante na posi¢gdo com o menor escore de energia de ligagdo e
menor valor de Root Mean Square Deviation (RMSD) e que também apresentou interagdes do
tipo ligagdes de hidrogénio. Tais andlises foram efetuadas com o objetivo de verificar a
existéncia de ligagdes de hidrogénio e de interagdes hidrofobicas importantes para a formacao
e manutencdo do complexo proteina-ligante. Para tanto, foram utilizados os softwares Ligplot+
v2.2 (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) e Protein-Ligand Interaction
Profiler (PLIP) (https://bio.tools/plip) (ADASME et al., 2021). Adicionalmente, empregou-se
a mesma pose do complexo proteina-ligante para proceder a verificacdo daqueles residuos
importantes na manuten¢do do complexo proteina-ligante. Nessa etapa foram empregadas as

ferramentas disponiveis no Proteins Plus (https://proteins.plus/).

4.3.6 Dinamica molecular

Este ensaio foi realizado apenas para a proteina AMPK. Para isso, foi utilizada a pose
do ligante que apresentou menor escore de energia de ligacdo e menor RMSD a partir do
docking molecular calculados pelo AutoDock Vina.

As simulacdes in silico possibilitam algumas andlises de interagdes preditas para o
complexo formado entre proteina e ligante. As simulagdes de dindmica molecular foram
realizadas durante 10 ns utilizando o pacote Groningen Machine for Chemical Simulations
(GROMACS) versao 2018.4 (SPOEL et al., 2005). Para esse ensaio, foi utilizado o protocolo
estabelecido pelo Dr. Lemkul com poucas modificagdes (LEMKUL, 2019).

O complexo proteina-ligante foi solvatado empregando o modelo de 4agua TIP3P
(KLEIN, 1983). Em seguida, o sistema foi neutralizado e a energia minimizada. O sistema foi
equilibrado sob as constantes NVP (numero de particulas, volume e temperatura) e NPT

(nimero de particulas, volume e pressao) (T =300 K; P =1 bar). A simulagdo de dinamica foi


https://pymol.org/2/
https://proteins.plus/
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realizada sob essas condigdes por um periodo de 10 ns. Para a analise de dados da dinamica
molecular, utilizou-se o programa Visual Molecular Dynamics (VMD) (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996). Enquanto que o programa readHBmap.py (Python 2) permitiu
visualizar a existéncia de ligagdes de hidrogénio durante a simulagdo, bem como as suas
respectivas taxas de ocupagao (LEMKUL; ALLEN; BEVAN, 2010). Adicionalmente, as
ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas do complexo foram também obtidas através

de representacoes 2D utilizando o software Ligplot+ v2.2.
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SRESULTADOS

5.1 ESTUDO CLINICO

5.1.1 Dados clinicos

Cento ¢ oitenta maes foram incluidas no estudo, todas foram acompanhadas pela
Equipe do CIAM. No entanto, nem todas as voluntarias concordaram em doar a amostra de
sangue para obtenc¢ao do soro ou de colostro. Também nao foi possivel monitorar o estado de
amamentacao de todas as participantes. Portanto, de 180 maes recrutadas, 87 concordaram com
a coleta de sangue, 130 concordaram com a coleta de colostro e 118 foram acompanhados
durante seis meses para avaliar resultados da amamentacao.

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas das 180 mulheres internadas no Alojamento
Conjunto do HU-UFSC/EBSERH que foram incluidas no estudo. Apods a aplicacdo de
questionario e avaliagdo de prontudrio, obtiveram-se os dados clinicos das mulheres.
Adicionalmente, a partir das analises bioquimicas, caracterizou-se as pacientes
metabolicamente (Tabela 3). Os valores de referéncia apresentados sdo os valores sem jejum,

que foi o caso da coleta das amostras das participantes.

Tabela 3 — Caracteristicas das participantes (N=180).

Variaveis Dados das participantes Valores de referéncia
Idade 26 anos e 7 meses (16 — 44)

Peso pré-gestacional (kg) 62 (41 -119)

Peso pos-gestacional (kg) 75 (55 -125)

Ganho de peso (kg) 13 (0-31)

Idade gestacional 39 semanas e 5 dias (33 —45)

Peso do recém-nascido (kg) 3,35(2,16 —4,91)
Tipo de parto (%)

- Normal 63
- Cesarea 37
Escolaridade (%)

- Ensino superior 16




64

- Ensino médio 44

- Técnico 4

- Ensino fundamental 36
Estado nutricional (%)

- Baixo peso 13

- Adequado 37

- Sobrepeso 29

- Obesidade 21
Colesterol total (mg/dL) 216 (99 — 306)
HDL-colesterol (mg/dL) 56 (26 — 104)
LDL-colesterol (mg/dL) 124 (33 - 220)
VLDL-colesterol (mg/dL) 27 (17-52)
Triglicerideo (mg/dL) 156 (73 — 418)
Glicose (mg/dL) 91 (55 -145)
Acido urico (mg/dL) 5(1,9-6,4)

Prolactina (ng/mL)

Progesterona (ng/mL)

209,3 (76,22 — 598)
10,87 (0,87 — 148,15)

<190 mg/dL
>40 mg/dL
<130 mg/dL
<160 mg/dL
<175 mg/dL
<200 mg/dL
1,5 - 6 mg/dL
35 a 600ng/mL
NE

Resultados expressos em mediana (menor e maior valor) ou em frequéncia relativa. NE — ndo estabelecido.

Fonte: a autora

Pelo acompanhamento remoto em até seis meses apds o parto, em que as pacientes

foram questionadas a respeito do aleitamento, foi possivel estratificar as maes em grupos de

acordo com o estado da amamentagao (Tabela 4).

Tabela 4 — Estado da amamentagao (N=118).

Forma de aleitamento Frequéncia relativa (%) N
Amamentacao exclusiva 74,58 88
Aleitamento misto 25,42 30

Fonte: a autora
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Para facilitar a compreensao, a Figura 15 mostra o desenho experimental das analises

no soro em detalhes.

Figura 15 - Desenho experimental e coleta de amostras de soro.
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€ progesterona)

Parametros
bioquimicos

Fonte: a autora

As citocinas € hormdnios analisados foram IL-6, MCP-1, prolactina e progesterona

durante o periodo pds-parto e a concentragao de citocinas € hormodnios foram comparados com

o estado nutricional da mae. Como pode ser observado na Figura 16, as concentragdes séricas

encontradas de MCP-1 354,2 pg/mL (2936,3 — 41,6) foram maiores que as de IL-6 12,6 pg/mL

(260,1 — 2,2), além disso, maes com baixo peso tiveram concentragdo sérica de IL-6 apds a

gravidez significativamente menor do que maes de peso adequado (P<0,01). Em relagdo as

analises hormonais, ndo houveram diferencas significativas entre os grupos (Figura 16).
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Figura 16 — Concentragdes séricas de IL-6, MCP, prolactina e progesterona de acordo com

estado nutricional.
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Concentracdo sérica de (A) IL-6, (B) MCP-1, (C) Prolactina e (D) Progesterona de acordo com estado
nutricional. Trago vermelho = mediana. *Diferencga significativa (P<0,01). Teste Mann-Whitney U. MCP-1,

proteina quimioatraente de mondcitos 1; IL-6, interleucina 6. Fonte: a autora

A concentracdo das citocinas também foi avaliada em relacdo ao tipo de parto (Figura

17), no entanto, nao houveram diferencas significativas entre os grupos.



Figura 17 — Concentracao de IL-6 e MCP-1 de acordo com tipo de parto.
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Concentragao sérica de (A) IL-6 e (B) MCP-1 de acordo com o tipo de parto. Trago vermelho = mediana. Teste t

de student. MCP-1, proteina quimioatraente de mondcitos 1; IL-6, interleucina 6. Fonte: a autora

As concentracdes séricas de prolactina e progesterona foram correlacionadas com as

concentragdes de IL-6 e MCP-1 presentes no soro, e também foi realizada a correlagdo entre as

concentracoes de IL-6 e de MCP-1. Ao final desta analise, foi encontrada uma correlagdo

positiva entre a concentracao de IL-6 e MCP-1 (P<0,0005) no soro materno (Figura 18).
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Correlacdo entre as concentracdes séricas de (A) IL-6 e MCP-1, (B) prolactina e MCP-1, (C) progesterona e MCP-
1, (D) prolactina e IL-6 e (D) progesterona e IL-6. *Correlagdo significativa. Rho — coeficiente de correlagdo de

Spearman. MCP-1, proteina quimioatraente de mondcitos 1; IL-6, interleucina 6. Fonte: a autora

Por meio da regressdo logistica, foi observada uma tendéncia entre o desfecho da
amamentagao e as concentracdes de IL-6, ou seja, maes com concentragdes de IL-6 acima da
mediana sdo menos propensas a amamentar (P=0,06). Além disso, pelo teste de qui-quadrado,
foi encontrada uma associagdo entre o estado nutricional da mae ¢ o estado de aleitamento
materno, sugerindo que mulheres com sobrepeso ou obesidade s3o menos propensas a manter
o aleitamento materno exclusivo quando comparadas a maes com estado nutricional adequado

(Tabela 5).

Tabela 5 — Associagdo entre estado da amamentagao e estado nutricional.

Estado da amamentacao (%) Valor de P
Estado nutricional Amamentacgao Aleitamento misto
exclusiva
Baixo peso 62 38
Adequado 89 11
0.034*
Sobrepeso 72 28
Obesidade 61 39

Qui-quadrado foi utilizado para analise do estado nutricional e da amamentagao; *Associacdo significativa.

Fonte: a autora

O peso do recém-nascido foi comparado de acordo com o estado nutricional da mae
e o estado de amamentacdo (Figura 19). A andlise demonstrou que os filhos de maes que
estavam acima do peso ou obesas ap0s a gravidez tiveram um peso ao nascer maior do que as
maes com peso adequado. Nao foram encontradas diferencas entre os pesos dos recém-nascidos

de acordo com o estado da amamentacao.
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Figura 19 - Comparagdes entre o peso do recém-nascido de acordo com o estado nutricional

¢ estado de amamentacgao.
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(A) Peso do recém-nascido de acordo com o estado nutricional e (B) estado de amamentago. Trago
vermelho = mediana. AE, amamentagdo exclusiva; UF, uso de formula infantil. Teste t de Student e

Mann-Whitney U. *P<0,05; ***P<0,0005. Fonte: a autora

5.1.3 Analises no colostro

Das 180 mulheres incluidas no estudo, foram analisadas 130 amostras de colostro
coletadas entre 24-48 h apds o parto. Destas amostras de colostro, foram realizadas as analises

de composicao, de perfil de citocinas e de quimiocinas (Figura 20).
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Figura 20 - Desenho experimental e coleta de amostras de colostro.
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Fonte: a autora

As amostras de colostro foram primeiramente caracterizadas em relagdo a sua

composicao de proteinas totais, a4cido graxo, porcentagem de gordura e Kcal (Tabela 6).

Tabela 6 — Composi¢ao do colostro.

Parametro Mediana (menor e maior valor)
Proteina total (mg/mL) 7,04 (0,77- 48,58)

Acido graxo (mmol/L) 47,79 (0,791- 133263.3)
Gordura (%) 1,59 (0,59 — 9,59)

Kcal 427,6 (358,8 —978)

Fonte: a autora

Neste estudo, buscou-se avaliar quais fatores poderiam influenciar na composi¢do do
leite materno, para isso, foi realizada a andlise da concentragdo de citocinas e dos outros
componentes avaliados no colostro em relagdo ao estado nutricional da mae. Como pode ser
visto na Figura 21, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para nenhum parametro

avaliado.
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Figura 21 — Anélise dos componentes do colostro separados por estado nutricional das maes.
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Concentragdes de (A) SAA, (B) leptina, (C) TNF-a, (D) IL-1p, (E) IL-8, (F) PCR, (G) IL-6, (H) MCP-1 (I) IFN-
v, (J) IL-10, (K) proteina total, (L) acido graxo, (M) % de gordura ¢ (N) Kcal no colostro de mées durante o
periodo pos-natal precoce, agrupadas em categorias de estado nutricional. Trago vermelho = mediana. Teste

Mann-Whitney U. SAA, proteina sérica amiloide A; PCR, proteina C-reativa; TNF, fator de necrose tumoral; IL-

1B, interleucina 1 beta; IL-8, interleucina 8; IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina quimioatraente de monocitos;

IFN-y, interferon gamma; IL-10, interleucina 10. Fonte: a autora

Também, foi avaliada a relagao entre os componentes do colostro com a idade materna.
Para isso, as participantes foram divididas em dois grupos: acima e abaixo da mediana de idade,

que foi de 26 anos (Figura 22). Neste caso, também ndo foi encontrada diferenga entre os

grupos.
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Figura 22 — Analise dos componentes do colostro agrupados por idade materna.
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Concentragdes de (A) SAA, (B) leptina, (C) TNF-a, (D) IL-1p, (E) IL-8, (F) PCR, (G) IL-6, (H) MCP-1 (I) IFN-
v, (J) IL-10, (K) proteina total, (L) acido graxo, (M) % de gordura e (N) Kcal no colostro de mées durante o
periodo pos-natal precoce, agrupadas por idade. Trago vermelho = mediana. Teste Mann-Whitney U. SAA,

proteina sérica amiloide A; PCR, proteina C-reativa; TNF, fator de necrose tumoral; IL-1p, interleucina 1 beta;
IL-8, interleucina 8; IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina quimioatraente de monoécitos; IFN-y, interferon

gamma; [L-10, interleucina 10. Fonte: a autora

Outro parametro avaliado foi o tipo de parto, onde buscou-se analisar se a composi¢ao
do leite varia de acordo com o parto (normal ou cesarea). A figura 23 representa esses dados.
Neste caso, viu-se que a concentragao de IL-10 foi maior no colostro de maes que tiveram parto

cesarea (P=0,0472) e, do contrario, a concentragdo de acido graxo foi menor (P=0,0097).
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Figura 23 — Analise dos componentes do colostro avaliados de acordo com o tipo de parto.
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Concentragdes de (A) SAA, (B) leptina, (C) TNF-a, (D) IL-1p, (E) IL-8, (F) PCR, (G) IL-6, (H) MCP-1 (I) IFN-
v, (J) IL-10, (K) proteina total, (L) acido graxo, (M) % de gordura e (N) Kcal no colostro de maes durante o
periodo pos-natal precoce, agrupadas por tipo de parto. Trago vermelho = mediana. Teste Mann-Whitney U.

*P=0,0472; **P=0,0097. SAA, proteina sérica amiloide A; PCR, proteina C-reativa; TNF, fator de necrose
tumoral; IL-1B, interleucina 1 beta; IL-8, interleucina 8; IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina quimioatraente de

mondcitos; IFN-y, interferon gamma; IL-10, interleucina 10. Fonte: a autora

Também buscou-se compreender se a composicao do leite materno afeta o desfecho
da amamentagdo. Para isso, foram avaliados os componentes do colostro de acordo com o
desfecho da amamentagdo apds os seis meses de acompanhamento (Figura 24). No entanto, nao

houve diferenca entre os grupos em todos os parametros avaliados.
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Figura 24 — Anélise dos componentes do colostro avaliados de acordo com o desfecho da
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v, (J) IL-10, (K) proteina total, (L) acido graxo, (M) % de gordura e (N) Kcal no colostro de méaes durante o
periodo pos-natal precoce, agrupadas por desfecho da amamentagdo. O grupo “féormula” refere-se ao grupo de
aleitamento misto e o grupo “leite” refere-se ao grupo de aleitamento exclusivo. Trago vermelho = mediana.
Teste Mann-Whitney U. SAA, proteina sérica amiloide A; PCR, proteina C-reativa; TNF, fator de necrose
tumoral; IL-1B, interleucina 1 beta; IL-8, interleucina 8; IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina quimioatraente de

mondcitos; IFN-y, interferon gamma; IL-10, interleucina 10. Fonte: a autora

Também, foi realizada a analise da relacao entre marcadores pro (SAA, PCR, TNF-q,
IL-1pB, IL-8 e IFN-y) e anti-inflamatoérios (IL-10) no colostro. As andlises da razdo entre os
marcadores mostraram que, na maioria dos casos, hd uma maior concentragdo de marcadores
pré do que anti-inflamatérios no colostro, com exce¢dao da IL-1P, que apresentou menor

concentra¢cdo quando comparada a IL-10 (Figura 25).

Figura 25 — Razdo entre marcadores pré e anti-inflamatorias no colostro.
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Razdo entre (A) SAA e IL-10, (B) PCR e IL-10, (C) TNF-a e IL-10, (D) IL-1p e IL-10, (E) IL-8 e IL-10, (F)
IFN-y e IL-10 no colostro de maes durante o periodo p6s-natal precoce. SAA, proteina sérica amiloide A; PCR,
proteina C-reativa; TNF, fator de necrose tumoral; IL-1p, interleucina 1 beta; IL-8, interleucina 8; IFN-y,

interferon gamma. Fonte: a autora

Também buscou-se avaliar a diferenca entre as concentracdes de citocinas no soro e

no colostro. Foi observado que ha uma maior concentragdo de MCP-1 e IL-13 no colostro em

relacdo ao soro (Figura 26).

Figura 26 — Comparacao entre as concentragdes de citocinas sérias e no colostro.
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Comparagao entre (A) IL-6, (B) MCP-1 e (C) IL-1p no soro e colostro de maes durante o periodo pos-natal
precoce. IL-6, interleucina 6; MCP-1, proteina quimioatraente de mondcitos; IL-1p, interleucina 1 beta. Trago

vermelho = mediana. ****P<(0.0001. Fonte: a autora

Por fim, buscou-se avaliar quais participantes representavam os valores discrepantes
em relacdo as outras amostras de colostro, para compreender se havia algum fator em comum
que justificasse as elevadas concentragdes de citocinas ou dos outros componentes do leite. A
Figura 27 representa a distribuicdo dos parametros avaliados no colostro e seus respectivos

pontos discrepantes destacados com diferentes cores.
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Figura 27 — Distribui¢do dos parametros avaliados no colostro e seus pontos discrepantes.
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v, (J) IL-10, (K) proteina total, (L) acido graxo, (M) % de gordura e (N) Kcal no colostro de maes durante o

periodo pds-natal precoce e seus outliers destacados. SAA, proteina sérica amiloide A; PCR, proteina C-reativa;



81

TNF, fator de necrose tumoral; IL-1p, interleucina 1 beta; IL-8, interleucina 8; IL-6, interleucina 6; MCP-1,
proteina quimioatraente de monocitos; IFN-y, interferon gamma; IL-10, interleucina 10. Trago vermelho =

mediana. Fonte: a autora

As cores iguais destacadas na Figura 27 representam as mesmas pacientes. Pode-se
entdo perceber que diferentes pardmetros possuem alguns pontos discrepantes em comum. O
circulo destacado em rosa pink, presente no painel de SAA (495,1ng/mL), leptina (929,0
ng/mL), TNF-a (4674,2 pg/mL) e IL-1B (122,4 pg/mL), representa uma paciente de 29 anos,
com um IMC pré-gestacional de 26,3, classificado como sobrepeso, estado nutricional também
classificado como sobrepeso pds-gestacdo, sem comorbidades prévias, que completou o ensino
médio e técnico e hoje atua como operadora de telemarketing. Teve parto normal do seu
segundo filho, com o RN pesando 3,6 kg e idade gestacional de 41 semanas.

O circulo destacado em azul royal, presente no painel de SAA (224,2 ng/mL) e IL-18
(112,2 pg/mL), representa uma paciente de 36 anos, com IMC pré-gestacional de 28,9,
classificado como sobrepeso, estado nutricional classificado como obesidade pds-gestacao, sem
comorbidades prévias, que completou o ensino superior e hoje atua no setor financeiro. Teve
parto cesarea do seu segundo filho, com o RN pesando 4,64 kg e idade gestacional de 37
semanas. Durante a gestacdo, a paciente desenvolveu diabetes e hipertensdo gestacional.

O circulo destacado em roxo, presente no painel de leptina (1076,8 ng/mL) e TNF-a
(4844,0 pg/mL), representa uma paciente de 21 anos, com IMC pré-gestacional de 27,2,
classificado como sobrepeso, estado nutricional classificado como adequado pds-gestacao,
tinha diagnéstico de asma, completou o ensino fundamental e atualmente ¢ dona de casa. Teve
parto normal do seu terceiro filho, com o RN pesando 2,465 kg e idade gestacional de 38
semanas. Durante a gestagdo, a paciente desenvolveu hipertensao gestacional e hiperémese.

O circulo destacado em amarelo, presente no painel de leptina (871,8 ng/mL),
representa uma paciente de 24 anos, com IMC pré-gestacional de 23,7, classificado como
adequado, estado nutricional classificado como sobrepeso pds-gestacdao, sem comorbidades
prévias, que completou o ensino médio e atualmente ¢ dona de casa. Teve parto normal do seu
primeiro filho, com o RN pesando 3,195 kg e idade gestacional de 39 semanas. Durante a
gestacdo, a paciente desenvolveu anemia.

O circulo destacado em verde limdo, presente no painel de PCR (689,5 pg/mL) e MCP-
1 (4912,7 pg/mL), representa uma paciente de 25 anos, com IMC pré-gestacional de 25,4,

classificado como sobrepeso, estado nutricional classificado como obesidade pds-gestacao, sem
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comorbidades prévias, que completou o ensino médio e atualmente ¢ atendente. Teve parto
cesarea dos seus segundos filhos, que eram gemelares, com os RNs pesando 2,185 kg e 2,760
kg e idade gestacional de 37 semanas. Durante a gestacdo, desenvolveu hipertensio gestacional.

O circulo destacado em verde agua, presente no painel de TNF-a (4749,7 pg/mL),
representa uma paciente de 26 anos, com IMC pré-gestacional de 20,9, classificado como
adequado, estado nutricional classificado como adequado pds-gestacao, sem comorbidades
prévias, que completou o ensino médio e atualmente ¢ funcionaria de uma fabrica de calgados.
Teve parto normal do seu primeiro filho, com o RN pesando 3,340 kg e idade gestacional de
40 semanas. Durante a gestagao, nao teve complicagoes.

O circulo destacado em cinza, presente no painel de IL-6 (90,5 pg/mL), representa uma
paciente de 28 anos, com IMC pré-gestacional de 28,9, classificado como sobrepeso, estado
nutricional classificado como obesidade pds-gestagdo, sem comorbidades, que completou o
ensino fundamental e atualmente ¢ dona de casa. Teve parto cesarea do seu terceiro filho, com
o RN pesando 3,925 kg e idade gestacional de 41 semanas. Durante a gestacdo a paciente nao
teve complicagdes.

O circulo destacado em preto, presente no painel de IL-6 (135,1 pg/mL), representa
uma paciente de 37 anos, com IMC pré-gestacional de 22,7, classificado como adequado, estado
nutricional classificado como sobrepeso pds-gestagcdo, sem comorbidades, que completou o
ensino fundamental e atualmente € tosadora. Teve parto normal do seu primeiro filho, com o
RN pesando 2,505 kg e idade gestacional de 38 semanas. Durante a gestagdo a paciente
desenvolveu hipertensao gestacional.

O circulo destacado em azul claro, presente no painel de IL-10 (278,5 pg/mL) e IFN-
v (203,5 pg/mL), representa uma paciente de 25 anos, com IMC pré-gestacional de 24,7,
classificado como adequado, estado nutricional considerado como sobrepeso pos-gestacao, sem
comorbidades, que completou o ensino fundamental e atualmente & costureira. Teve parto
cesarea do seu segundo filho, com o RN pesando 2,16 kg e idade gestacional de 34 semanas.
Durante a gestacao a paciente desenvolveu infec¢do do trato urinério e pré-eclampsia.

O circulo destacado em magenta, presente no painel de IFN-y (359,2 pg/mL),
representa uma paciente de 23 anos, com IMC pré-gestacional de 21, classificado como
adequado, estado nutricional classificado como baixo peso pds-gestacdo, sem comorbidades,

que completou o ensino médio e atualmente ¢ gargonete. Teve parto normal do seu primeiro
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filho, com o RN pesando 3,350 kg e idade gestacional de 38 semanas. Sem complicagdes
durante a gestacao.

O circulo destacado em rosa claro, presente no painel de proteina total (44,5 mg/mL),
representa uma paciente de 20 anos, com IMC pré-gestacional de 24, classificado como
adequado, estado nutricional classificado como sobrepeso pos-gestacdo, sem comorbidades,
que completou o ensino médio e atualmente ¢ atendente. Teve parto cesarea do seu primeiro
filho, com o RN pesando 3,450 kg e idade gestacional de 38 semanas. Durante a gestagao a
paciente ndo teve complicagoes.

O circulo destacado em lilas, presente no painel de proteina total (48,5 mg/mL),
representa uma paciente de 29 anos, com IMC pré-gestacional de 23,8, classificado como
adequado, estado nutricional classificado como sobrepeso pos-gestacdo, sem comorbidades,
que completou o ensino fundamental e atualmente ¢ doméstica. Teve parto normal do seu quinto
filho, com o RN pesando 2,885 kg e idade gestacional de 39 semanas. Durante a gestacdo a
paciente nao teve complicagoes.

O circulo destacado em marrom, presente no painel de acido graxo (133263,3
mmol/L), representa uma paciente de 22 anos, com IMC pré-gestacional de 25,3, classificado
como sobrepeso, estado nutricional classificado como sobrepeso poOs-gestacdo, sem
comorbidades, que completou o ensino fundamental e atualmente ¢ dona de casa. Teve parto
normal do seu quarto filho, com o RN pesando 2,875 kg e idade gestacional de 40 semanas.
Durante a gestacdo a paciente ndo teve complicagdes.

O circulo destacado em verde claro, presente no grafico de porcentagem de gordura
(9,59589%) e Kcal (978), representa uma paciente de 19 anos, com IMC pré-gestacional de
37,8, classificado como obesidade, estado nutricional considerado como obesidade pos-
gestacdo, sem comorbidades, que completou o ensino médio e atualmente ¢ atendente. Teve
parto normal do seu primeiro filho, com o RN pesando 3,460 kg e idade gestacional de 40
semanas. Durante a gestagdo a paciente desenvolveu anemia.

Também, foram analisadas quais as comorbidades e as complicagcdes na gestacdo que

as participantes deste estudo desenvolveram. Esses dados estdo representados na Figura 28.



Figura 28 — Comorbidades e complicagdes apresentadas antes e durante a gestacao.
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H4 uma variedade de comorbidades e complicagdes que as participantes

desenvolveram durante a gesta¢do, sendo a hipertensdo, hipotireoidismo e diabetes as

comorbidades mais comuns encontradas antes da gestag¢do e infec¢do, hipertensdo, anemia e

diabetes as complicacdes mais comuns durante a gestacao. No entanto, de maneira geral, essas

comorbidades e complicagdes estavam presentes em menos da metade das participantes deste

estudo.

Portanto, nesta parte do estudo, observou-se que a composi¢do do leite se manteve

estavel nas diferentes situagdes analisadas e os fatores que fizeram com que as concentragdes

dos parametros avaliados aumentassem aparentemente nao tem relagdo com as caracteristicas

analisadas das participantes.

5.2 ESTUDO IN VITRO

5.2.1 Hipotese

Considerando que o tecido adiposo e a glandula mamaria sdo tecidos adjacentes e que

os adipocitos se transdiferenciam em células secretoras de leite durante a lactagdo,

demonstrando a ligacao entre esses dois tecidos, foi proposto que a sinalizagdo de SAA nas

células da mama ocorressem nas vias da ERK1/2, p38 MAPK e PI3K/Akt, da mesma forma

que nos adipocitos (Figura 29).
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Figura 29 — Hipotese de vias de sinalizagdo da SAA na mama.
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SAA, proteina sérica amiloide A. Fonte: a autora. Desenvolvido com BioRender

Na via da ERK1/2, ao ocorrer a ligacdo da SAA nos receptores de membrana,
possivelmente o0 TLR4 (SANDRI et al., 2008), ocorreria o recrutamento de proteinas como a
GRB?2 e fatores de troca de nucleotideos como o SOS, que ativariam a RAS, que por sua vez
ativariam as proteinas quinases Rafs, que forforilariam MEK1/2 e ativariam seus substratos
ERK1/2. Nesse caso, o inibidor utilizado PD98059 inibiria a forforilagdo da MEK1/2,
impedindo assim a ativacdo de ERK1/2. Na via da p38 MAPK, a hipdtese era de que ao ser
ativada por SAA, os receptores de membrana ativariam MAPKKs especificas como ASK1/2,
que ativariam quinases secundarias como MKK3/6, que por sua vez ativariam p38. O inibidor
especifico desta via, o SB203580, atuaria inibindo a ativacdo de p38 MAPK. A ultima via
proposta, a da PI3K/Akt seria também ativada pela ligacdo da SAA com seu receptor, que
através da PI3K induziria a produ¢do de PIP3 e consequentemente de PDK1, que fosforila e
ativa a Akt. Nesta via, o inibidor wortmannin iria inibir a ativagdo de Akt. Todas as trés vias

podem atuar na proliferagdo celular, por isso, foi o primeiro teste a ser realizado.

5.2.2 Viabilidade celular

Para avaliar a citotoxicidade dos inibidores e também a viabilidade celular em

diferentes concentragdes de soro de cavalo, foi realizado o ensaio de MTT (Figura 30). Apos a



86

analise de viabilidade celular, viu-se que todas as células apresentaram viabilidade acima de

80%, independente do tratamento ou concentragao de soro, portanto, os inibidores foram

considerados nao citotdxicos nas concentragoes testadas (MARDASHEV; NIKOLAEV YA.;

SOKOLOV, 2009). Portanto os inibidores puderam ser utilizados e também foi escolhida a

concentracdo de soro de cavalo de 0,5% para os experimentos subsequentes. Também, foi

realizado o ensaio de MTT para avaliar a citotoxicidade da metformina em diferentes

concentragoes (Figura 31). Apds o ensaio, optou-se por utilizar a concentragao de 8 mM, uma

vez que as concentragdes maiores (16 e 32 mM) apresentaram viabilidade abaixo de 80% apds

48h de tratamento.

Figura 30 — Citotoxicidade dos inibidores.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo. A linha vermelha indica viabilidade celular de 80%. Controle —

meio de cultura sem tratamento; PD — tratamento com o inibidor PD98059 (50 uM); SB - tratamento com o

inibidor SB203580 (10 uM); WT — tratamento com o inibidor wortmannin (100 nM). As porcentagens indicam a

concentragdo de soro de cavalo utilizada em cada teste. N = 9. Fonte: a autora
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Figura 31 — Citotoxicidade da metformina.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo. A linha vermelha indica viabilidade celular de 80%. Controle —

meio de cultura sem tratamento. N = 9. Fonte: a autora

5.2.3 Proliferacao celular

O ensaio de proliferacdo celular foi realizado com o intuito de avaliar se os inibidores,
na presenga de SAA, poderiam diminuir a proliferacdo da célula mamaria, indicando assim que
a SAA possivelmente atuaria na via que estava sendo inibida. No entanto, foi visto que ndo
houve diminuigao significativa da proliferagdo em nenhuma das vias testadas (Figura 32),
sugerindo que a SAA ndo atue diretamente em nenhuma das trés vias (ERK1/2, p38 MAPK e
PI3K).
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Figura 32 — Contagem de cé€lulas tratadas com SAA e inibidores especificos.
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Resultados expressos em média e desvio padrao. PD98059 - 50 uM, SB203580 - 10 uM e wortmannin - 100 nM
ou em associagdo com 5 pg/mL de SAA. Controle — meio de cultura sem tratamento; SAA, proteina sérica
amiloide A. One way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. N = 9. Fonte: a autora

5.2.4 Ensaio clonogénico

Para confirmar o resultado obtido no ensaio de proliferagdo celular, foi realizado o
ensaio clonogénico, em que se avaliou a capacidade das células tratadas ou ndo com os
inibidores de sobreviverem e crescerem, produzindo colonias. As imagens feitas a partir de cada
poco foram analisadas no software ImageJ em relacdo a intensidade de cor (Figura 33) e

porcentagem da area do pogo ocupada pela colonia (Figura 34).
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Figura 33 — Ensaio clonogénico.
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Imagens obtidas utilizando-se o software ImageJ. (A) Imagens em escala de cinza de 8 bits de pogos individuais
demonstrando diferentes intensidades de formagdo de colonias de acordo com cada tratamento. (B) Mesmos
pogos individuais ap6s limiariza¢do e remogdo do fundo pela macro “Colony_thresholder”. Controle — meio de
cultura sem tratamento; SAA — tratamento com a proteina SAA (5 pg/mL); PD — tratamento com o inibidor
PD98059 (50 uM); SAA+PD — tratamento com a SAA (5 ug/mL) e com o inibidor PD98059 (50 uM); SB -
tratamento com o inibidor SB203580 (10 uM); SAA+SB - tratamento com a SAA (5 pg/mL) e com o inibidor
SB203580 (10 uM); WT — tratamento com o inibidor wortmannin (100 nM); SAA+WT - tratamento com a SAA
(5 pg/mL) e com o inibidor wortmannin (100 nM). A barra de cores representa a escala de intensidade exibida
nos pogos com limiar. A intensidade zero (branco) corresponde as areas onde ndo foram identificadas células
(fundo). N =9. Fonte: a autora

Figura 34 - Porcentagem da area total do poco ocupada pela coldnia.
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Resultados expressos em porcentagem média de area ocupada e desvio padrdo. As amostras controle referem-se
as amostras sem tratamento e SAA (proteina sérica amiloide A) refere-se as amostras tratadas com SAA 5
pg/mL. As células também foram tratadas com os inibidores farmacoldgicos especificos de ERK1/2 (PD98059
50 uM), p38MAPK (SB203580 10 uM) e PI3K (wortmannin 100 nM). One way ANOV A com pos-teste de
Bonferroni. N = 9. Fonte: a autora

Corroborando com os resultados encontrados a partir do ensaio de proliferacao celular,
ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos, demonstrando que nao houve diferenga
na capacidade da célula de produzir coldénias mesmo quando tratadas com a SAA e os

inibidores.
5.2.5 Dosagem de marcadores inflamatorios pelo método de ELISA

Utilizando o sobrenadante da cultura celular, foram avaliadas as concentragdes de
marcadores inflamatorios ap6s o estimulo da SAA utilizando-se o método de ELISA (Figura
35). Também foi avaliada a concentragdo de IL-6 ap6s o estimulo da SAA e também dos

inibidores PD98059, SB203580 e wortmannin (Figura 36).

Figura 35 — Concentracdo de marcadores inflamatdrios no sobrenadante celular.
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Concentracdo da (A) SAA, (B), IFN-y, (C) MCP-1 e (D) IL-6 no sobrenadante celular. Resultados expressos em
média e desvio padrdo. SAA, proteina sérica amiloide A; IFN-y, interferon gamma; MCP-1, proteina

quimioatraente de monocitos 1. N =9. Fonte: a autora
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Figura 36 — Concentragao IL-6 no sobrenadante celular.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo. As amostras controle referem-se as amostras mantidas em meio
de cultura sem tratamento ¢ SAA (proteina sérica amiloide A) refere-se as amostras tratadas com SAA 5 pg/mL.
As células também foram tratadas com os inibidores farmacologicos especificos de ERK1/2 (PD98059 50 uM),
p38MAPK (SB203580 10 uM) e PI3K (wortmannin 100 nM). One way ANOV A com pds-teste de Bonferroni.
*P<0,05; **P<0,001; ***P<0,0005; ****P<0,0001. N = 9. Fonte: a autora

Através deste ensaio, viu-se que as c€lulas de mama expressam a SAA mesmo quando
nao estimuladas. Outro achado importante foi de que todas as células tratadas com SAA
apresentaram maiores concentragdes de IL-6 no sobrenadante em relagdo as ndo tratadas.

Além da analise de IL-6 como resposta aos inibidores, também foi realizado o ensaio
de ELISA para dosagem de IL-6 no sobrenadante celular apds tratamento com SAA e/ou
metformina (Figura 37). Apds o ensaio, viu-se que o tratamento com metformina diminuiu a

expressao de IL-6 em células também tratadas com SAA (P=0,0144).
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Figura 37 — Concentracao IL-6 no sobrenadante celular apds tratamento com metformina.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo. As amostras controle referem-se as amostras mantidas em meio
de cultura sem tratamento ¢ SAA (proteina sérica amiloide A) refere-se as amostras tratadas com SAA 5 pg/mL.
As células também foram tratadas apenas com metformina 8 mM e SAA 5 pg/mL com metformina 8 mM. Teste

t de Student para amostras independentes. *P=0,0144. N = 9. Fonte: a autora

5.2.6 Ensaio de captacio de glicose

Para avaliar a capacidade de captacdo de glicose celular apos diferentes tratamentos,
foi realizado o ensaio de captacdo de glicose nas células de mama tratadas com SAA 5 pg/mL
e/ou metformina 8 mM (Figura 38). Como resultado, as células tratadas com SAA apresentaram
uma diminui¢do da capacidade de captagao de glicose, independente do estimulo com

metformina.
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Figura 38 — Ensaio de captagdo de glicose.
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Resultados expressos em média e desvio padrdo. As amostras controle referem-se as amostras mantidas em meio
de cultura sem tratamento ¢ SAA (proteina sérica amiloide A) refere-se as amostras tratadas com SAA 5 pg/mL.
As células também foram tratadas com metformina 8 mM ou SAA 5 ug/mL e metformina 8 mM. Teste t.

*P=0,039; **P=0,0071. N =9. Fonte: a autora

5.2.7 Analise morfologica por microscopia eletronica de transmissio

A Figura 39 apresenta os principais achados do ensaio de microscopia eletronica de

transmissao.
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Figura 39 — Anélise por microscopia eletronica de transmissao.
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Fotomicrografias representativas dos cortes ultrafinos. Microscopia eletronica de células MCF-10A. As amostras
controle referem-se as amostras mantidas em meio de cultura sem tratamento; SAA (proteina sérica amiloide A)
refere-se as amostras tratadas com SAA 5 pg/mL; metformina refere-se as amostras tratadas com metformina 8
mM; ou SAA + metformina refere-se as amostras tratadas com SAA 5 pg/mL e metformina 8 mM. N = 4. Fonte:

a autora

Por meio da andlise das células por microscopia eletronica de transmissdo, percebeu-
se uma ampla distribuicdo de mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso com morfologias
dentro da normalidade nas células controle mantidas em meio de cultura sem tratamento. Ja

quando tratadas com SAA, as mitocondrias apresentavam uma morfologia alterada, exibindo
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um limen central; o reticulo endoplasmatico rugoso também apresentou limen aumentado em
relacdo as células controle. Quando tratadas com metformina, notou-se uma diminui¢ao do
nimero de mitocondrias. A Figura 40 representa a contagem do numero de mitocondrias em
cinco células diferentes para cada situagdo analisada. Ao tratar com SAA em conjunto com
metformina, o reticulo endoplasmatico rugoso apresentou-se novamente com um lumen
aumentado e as mitocondrias também sofreram uma alteracdo estrutural, apresentando

estruturas vesiculares em seu interior.

Figura 40 — Avaliacdo do numero de mitocondrias
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Resultado da contagem de mitocdndrias por tratamento. Foram avaliadas cinco células por tratamento e os
resultados expressos em média. As amostras controle referem-se as amostras mantidas em meio de cultura sem
tratamento; SAA (proteina sérica amiloide A) refere-se as amostras tratadas com SAA 5 pg/mL; metformina
refere-se as amostras tratadas com metformina 8 mM; ou SAA + metformina refere-se as amostras tratadas com

SAA 5 pg/mL e metformina 8 mM. N = 4. Fonte: a autora
A partir destes resultados, percebeu-se que tanto a SAA quanto a metformina podem
interferir nos processos fisiologicos da célula de mama humana utilizada, o que poderia ficar
ainda mais exacerbado se tratadas por um periodo de tempo mais longo.

5.3 ESTUDO IN SILICO

5.3.1 Hipotese
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A hipétese deste estudo que explicaria a possivel fungdo da metformina como um
galactagogo ¢ de que a metformina entraria na célula mamaria através do transportador OCT3,
se ligando a proteina AMPK, promovendo a entrada de glicose na célula através do
transportador GLUT1 ou GLUTS, aumentando a sintese de lactose a partir do complexo de

Golgi e, consequentemente, o volume de leite produzido pela mama (Figura 41).

Figura 41 — Hipotese de mecanismo de a¢ao da metformina como galactagogo.
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Fonte: a autora. Desenvolvido com BioRender

5.3.2 Analise do transportador de metformina

Os transportadores da metformina OCT1, OCT2, OCT3, MATEL, MATE2, PMAT e
OCTNI1 sao codificados pelos genes SLC22A41, SLC22A2, SLC22A3, SLC47A1, SLC47A2,
SLC29A44 e SLC22A44, respectivamente (LIANG; GIACOMINI, 2017). Apos a anélise de cada
um deles na plataforma GTEx, obteve-se o nimero de transcritos por milhdo (TPM) de cada

um no tecido mamario e no tecido que havia maior expressao do gene (Tabela 7).
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Tabela 7 — Expressao dos genes em diferentes tecidos.

Gene TPM no tecido com maior expressao TPM no tecido mamario
SLC2241 Figado 384,50 0,6910
SLC22A42 Rim 9,73 0,0064
SLC2243 Artéria aorta 159,10 9,7760
SLC47A41 Glandula adrenal 117,60 1,7680
SLC47A2 Rim 35,71 0,1547
SLC29A44 Cérebro 20,11 6,7400
SLC22A44 Sangue total 26,17 2,4400

Dados obtidos da base de dados de transcriptoma Gtex. Valores expressam TPM, transcritos por milhdo nos

diferentes tecidos. Fonte: a autora

A partir da andlise inicial, os genes SLC2243, SLC2944 e SLC22A44 foram escolhidos
por apresentarem maior expressdao no tecido mamario (Figura 42). Apos, esses genes foram
mapeados na plataforma The Human Protein Atlas. Ao final da analise, o gene SLC22A43 foi
selecionado por apresentar a maior expressdo na mama, manifestando média expressdao nos

adipocitos e alta expressao nas células glandulares e mioepiteliais (Figura 43).

Figura 42 — Expressdo dos genes selecionados em diferentes tecidos.
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Dados obtidos da base de dados de transcriptoma Gtex. Valores expressam TPM, transcritos por milhdo nos

diferentes tecidos. Fonte: a autora

Figura 43 — Expressao de SLC22A3 nas células mamarias.
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glandulares mioepiteliais

Expressdo do anticorpo anti-SLC22A3 (HPA029750) em tecido mamario. Colora¢do imunohistoquimica
utilizando o cromogeno diaminobenzidina e contrastada com hematoxilina. Fonte: The Human Protein Atlas,

2023

O gene SLC2243 (Gene ID: 6581) com localizagdo 6q25.3 codifica a proteina
transportadora solute carrier family 22 member também chamada organic cation transporter 3
(OCT3), um transportador de cations organicos de alta capacidade e baixa afinidade. O OCT3
desempenha um papel importante na absorc¢ao e eliminacdo da metformina, sendo assim, este
transportador ¢ um determinante critico da biodisponibilidade e agdo farmacologica da
metformina (CHEN, E. C. et al., 2015).

Apo6s a inser¢ao do gene SLC22A43 na plataforma dbSNP e aplicagdo dos filtros
“missense”, “Global MAF”, com uma varia¢ao de 0,000 a 0,3, foram obtidas 29 mutacdes e,
em cada uma destas mutagoes, diferentes trocas de aminoacidos ocorreram. Com a informacgao
das trocas de aminodacidos, essas mutagdes foram analisadas na plataforma PredictSNP, que
recuperou 16 residuos mutantes deletérios. Ja na plataforma HOPE, foram encontrados nove
residuos mutantes deletérios, que condiziam com os resultados encontrados na plataforma

PredictSNP e que eram referentes as seguintes mutagdes: rs199688797, rs187750009,
rs202096123, rs183669984, rs373788380, rs577437871 e rs199817918, restando um total de



100

sete mutacdes. As informagdes referentes as mutacdes estdo apresentadas na Tabela 8. As

informacgdes de frequéncia alélica foram acessadas na plataforma gnomAD.

Tabela 8 — Informacdes referentes as mutagoes.

Identificacdo Posiciao Troca de aminoacido Frequéncia alélica
rs199688797 212 Arginina — Histidina XX -0,00002331
XY -0,00001968
rs187750009 229 Isoleucina — Treonina XX -0,00009527
XY -0,00005157
1s202096123 240 Arginina — Histidina XX -0,00002599
XY -0,00001474
rs202096123 371 Arginina — Leucina XX -0,00002599
XY -0,00001474
rs183669984 310 Arginina — Cisteina XX -0,00008512
XY -0,00007187
rs373788380 361 Serina — Arginina XX -0,000
XY -0,000007375
rs577437871 405 Glicina — Alanina XX -0,000008665
XY - 0,000
rs577437871 405 Glicina — Acido Aspartitico XX - 0,000008665
XY - 0,000
rs199817918 464 Treonina - Arginina XX -0,00002600

XY - 0,000007368

Fonte: PredictSNP e gnomAD

Salienta-se que os residuos mutantes deletérios correspondem as trocas de

aminoacidos presentes em cada mutacdo, ou seja, cada mutacdo pode apresentar mais de um

residuo mutante deletério, consequentemente, mais de uma troca pode ocorrer em determinado

aminoacido daquela mutacdo. Posteriormente, foi avaliado se havia alguma interagdo entre o

transportador OCT3 e a metformina através de ensaio de docking molecular. Os resultados estao

representados no item 4.3.6.2.
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5.3.3 Interacdes fisiologicas

Mesmo que o exato mecanismo de a¢cdo da metformina ainda seja incerto, ha relatos
na literatura que mostram que a metformina atue promovendo a ativagdo de AMPK em
hepatdcitos, inibindo a producao de glicose, bem como no musculo esquelético, induzindo a
captacao de glicose (ZHOU, G. et al., 2001). No entanto, até onde se sabe, ainda ndo hé relatos
na literatura que mostrem a agdo da metformina sobre a proteina AMPK no tecido mamario
para estimular a producao de leite materno. Para tanto, primeiramente, buscou-se na plataforma

Signor 3.0 os alvos da metformina disponiveis nesta base de dados (Figura 44).

Figura 44 — Alvos da metformina encontrados na base de dados Signor 3.0.
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Fonte: Adaptado de Signor 3.0, 2023

A selegdo da estrutura da proteina do tipo AMPK, denominada 4ZHX, foi realizada
como detalhado no item 3.4.2. A andlise da expressdo desta proteina no tecido mamadrio
apresentou uma faixa de expressao entre 3 a 7 TPM, através das plataformas Expression Atlas
e The Human Protein Atlas. Confirmada a sua express@o na mama humana, posteriormente foi
definido qual a subunidade da proteina a ser estudada. Tendo como base o Unico artigo que

caracterizou estruturalmente esta proteina, produzido por Langendorf e colaboradores (2016),
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optou-se por utilizar a subunidade y, uma vez que era o sitio de ligacdo da adenosina
monofostafo (AMP) e também do ligante C2Z estudado neste mesmo artigo, que atuam como

ativadores da proteina.

5.3.4 Qualidade dos modelos gerados

5.3.4.1 Proteina 4ZHX

A pontuacdo Z (-9.81) predita pelo servidor ProSA-web garantiu a qualidade do
modelo gerado para a proteina 4ZHX. Essa pontuacdo indica a qualidade geral do modelo e
com esse grafico foi possivel verificar que a pontuacdo Z da estrutura modelo estd dentro da
faixa de pontuagdes encontrada para proteinas nativas de tamanho semelhante e resolvidas
empregando-se 0 método de Raio X. Também utilizando o mesmo servidor, a qualidade do
modelo foi verificada por meio de um segundo grafico, em que valores positivos correspondem
a partes problematicas da estrutura. Considerando que a maior parte da estrutura se manteve
dentro dos valores de energia negativos, foi possivel confirmar novamente a qualidade do

modelo gerado (Figura 45).

Figura 45 — Qualidade do modelo gerado.
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Avaliagdo da qualidade do modelo gerado a partir de (A) grafico de escore Z e (B) grafico de energia. Fonte:

ProSA-web, 2023
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Também a fim de avaliar a qualidade do modelo gerado, foi realizado o PROCHECK
do modelo a partir da platatforma PDBSum. O PROCHECK serve para verificar a qualidade
estereoquimica de uma estrutura proteica, produzindo graficos que permitem analisar sua
geometria geral, a partir de todos os residuos da proteina (Figura 46). A partir dessa avaliacao
observou-se que 95,7% dos residuos encontravam-se em regides mais favorecidas (em
vermelho) e 4,3% em regides adicionais permitidas (em marrom). Espera-se que um modelo de
boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas, sendo assim, novamente foi
possivel confirmar a qualidade e permitir a validacdo do modelo gerado, sendo possivel entdo

iniciar a preparacdo para o docking.

Figura 46 — PROCHECK do modelo gerado.
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Vermelho — regides mais favoraveis; marrom — regides adicionais permitidas; amarelo — regides generosamente
permitidas; bege — regides ndo permitidas. Os eixos Phi e Psi correspondem aos angulos de torgdo de cada

residuo de aminoacido. Fonte: PDBSum, 2023

5.3.4.2 Transportador OCT3

A andlise da qualidade do modelo gerado pela plataforma SwissModel para o

transportador OCT3 foi também realizado através das plataformas ProSA-web e PDBSum

(Figura 47).
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Figura 47 — Qualidade do modelo gerado.
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de energia, a partir do ProSA-web e (C) PROCHECK do modelo, a partir do PDBSum. Vermelho — regides mais
favoraveis; marrom — regides adicionais permitidas; amarelo — regides generosamente permitidas; bege — regides
ndo permitidas. Os eixos Phi e Psi correspondem aos angulos de tor¢do de cada residuo de aminoacido. Fonte:

ProSA-web e PDBSum, 2023

O gréfico de escore Z obtido (-6.09) indica que a estrutura do modelo estd dentro da
faixa de pontuagdes encontrada para proteinas nativas de tamanho semelhante e resolvidas
empregando-se o método de Raio X (Figura 47, painel A). No entanto, o grafico de energias
obtido através da mesma plataforma nos indica que o modelo apresentou algumas problematicas
(valores positivos) (Figura 47, painel B). Os dados do PROCHECK nos confirmam essa
informacao, uma vez que 1,3% dos residuos encontraram-se em regides nao permitidas. No
entanto, 90,4% dos residuos encontraram-se em regides mais favoraveis, sendo possivel

prosseguir para o ensaio do docking (Figura 47, painel C).
5.3.5 Predicdes do perfil ADMET
Como mencionado no item 3.4.4, a estrutura do ligante selecionada para este estudo

foi obtida no Zincl5 (SMILES: [HIN=C(N)NC(=N[H])N(C)C), uma vez que esta estrutura,

apos analise de qualidade, ndo apresentou erros de ligacdo ou estruturais (Figura 48).



Figura 48 — Estrutura quimica da metformina.
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Fonte: Zinc15, 2023

Sendo assim, utilizando-se os SMILES foi possivel avaliar o perfil ADMET da

metformina, utilizando as plataformas SwissADME e AdmetLab (Tabela 9).

Tabela 9 — Perfil ADMET da metformina.

Perfil ADMET
Propriedades fisico-quimicas Servidor
Peso molecular (g/mol) 129,16 SwissADME
Numero de atomos pesados 9 SwissADME
Numero de ligagdes rotativas 3 SwissADME
Numero de aceptores de ligagdes H 2 SwissADME
Numero de doadores de ligagdes H 4 SwissADME
TPSA (A2 88,99 SwissADME
Solubilidade em agua
Log S (ESOL) Altamente soluvel SwissADME
Log S Muito soltuvel SwissADME
Log S (SILICOS-IT) Soluavel SwissADME
Lipofilicidade
Log Po/w (iILOGP) 0,77 SwissADME
Log Po/w (XLOGP3) -1,06 SwissADME
Log Po/w (WLOGP) -1,03 SwissADME
Log Po/w (MLOGP) -0,56 SwissADME
Log Po/w -1,85 SwissADME
Consenso Log Po/w -0,75 SwissADME
LogP -2,492 AdmetLab
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Farmacocinética
Absorcao gastrointestinal Alta SwissADME
Permeabilidade barreira hemato- Nao SwissADME
encefalica

P-gp inibidor - AdmetLab
CYP1A2 inibidor Nao SwissADME
CYP3A4 inibidor Nao SwissADME
CYP2C9 inibidor Nao SwissADME
CYP2C19 inibidor Nao SwissADME
CYP2D6 inibidor Nao SwissADME

Toxicidade

AMES (mutagenicidade) -- AdmetLab

SkinSen (permeacado cutinea) - AdmetLab

DILI - AdmetLab

TPSA — Area de superficie polar topoldgica; ESOL — solubilidade estimada; SILICOS-IT — solubilidade em agua
calculada pelo programa FILTER-IT; iLOGP — Log P implicito; XLOGP3 — lipofilicidade calculada pelo
programa XLOG; WLOGP - lipofilicidade aparente; MLOGP — lipofilicidade calculada pelo método de

Moriguchi; P-gp — glicoproteina P; DILI - lesdo hepatica induzida por drogas. Fonte: SwissADME e AdmetLab

Pelo estudo do perfil ADMET, pode-se constatar que a metformina ¢ um farmaco
soluvel em 4agua, com alta absor¢do gastrointestinal, também confirmado pelo valor de TPSA,
que serve como um descritor que mostra a correlagdo com o transporte molecular passivo
através de membranas. Seus baixos valores de Log P também indicam baixa lipofilicidade,
indicando uma baixa penetragdo pela membrana celular e, consequentemente, ndo permeia a
barreira hemato-encefalica. Em relagao a toxicidade, a metformina mostrou-se nao toxica nos

trés parametros avaliados.

5.3.6 Docking e dinimica molecular

5.3.6.1 Complexo proteina 4ZHX e metformina

Durante as simulagdes de docking molecular, foram geradas nove poses com seus
respectivos valores de energia de afinidade de ligacao entre proteina e ligante bem como seus

respectivos valores de RMSD. As coordenadas da pose 1 foram entdo utilizadas para a dindmica
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molecular, por apresentar menor energia ¢ maior quantidade de ligagdes de hidrogénio e
interagoes hidrofobicas.

Apo6s a simulagdo de dinamica molecular de 10 ns, foi selecionado o frame com maior
quantidade de ligagdes de hidrogénio entre a proteina e o ligante para analises adicionais de
interagdes entre os residuos de aminodcidos e o ligante. Para isso, foram selecionados os trés
residuos com maiores taxas de ocupagao durante a simulagao, que foram a 126TYR (tirosina
126), com 33,5% de ocupacao; a 130SER (serina 130), com 36,1% de ocupagado; e a 132LYS
(lisina 132), com 40,6% de ocupacdo. A Figura 49 mostra o mapa geral de ligagdes de
hidrogénio bem como dos trés residuos separadamente, as linhas vermelhas simbolizam as
ligagdes de hidrogénio formadas entre proteina e ligante. Foi selecionado entdo o frame de

5.200 ps, uma vez que foi o momento que apresentou maior quantidade de ligacdes de

hidrogénio.
Figura 49 — Taxa de ocupagado de ligagdes de hidrogénio.
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Imagens representativos da (A) taxa de ocupagao geral de ligagcdes de hidrogénio, (B) taxa de ocupagao de
ligacdes de hidrogénio com o residuo 126Tyr, (C) taxa de ocupagdo de ligagdes de hidrogénio com o residuo

130Ser e (D) taxa de ocupagao de ligagdes de hidrogénio com o residuo 132Lys. Fonte: GROMACS, 2023

Também, por meio do grafico de RMSD, foi possivel perceber que houve uma pequena

variagdo a partir dos 2 ns, reflexo das ligacdes de hidrogénio formadas neste complexo e
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indicando que o ligante apresentou uma forte interacdo com os residuos de aminoacidos da

proteina (Figura 50).
Figura 50 — Grafico de RMSD.
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RMSD - Root Mean Square Deviation. Fonte: GROMACS, 2023

A fim de comparagdo, buscou-se avaliar também as ligacdes de hidrogénio e as
interagdes hidrofobicas entre proteina e ligante na pose 1 do docking como também no frame

selecionado da dindmica molecular (Figura 51).

Figura 51 — Representacdo das interagdes entre ligante e proteina.
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As ligacdes de hidrogénio estdo destacadas pelas linhas tracejadas verdes e as interagdes hidrofobicas estao

destacadas pelas linhas pontilhadas vermelhas. (A) representacdo das interagdes entre o ligante e a proteina
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dockada na pose 1, (B) representagdo das interagdes entre o ligante e a proteina no frame selecionado da

dindmica molecular. Mf8 — metformina. Fonte: Ligplot, 2023

Com essa analise, pode-se perceber que as interagdes entre o ligante e os residuos de
aminoacidos da proteina ndo sdo os mesmos, isso demonstra a movimentacdo do ligante
enquanto interage com a proteina, permitindo a interacdo com diferentes residuos.

Por ultimo, a fim de representacdo, a Figura 52 mostra a cavidade onde o ligante

metformina se encontra no frame selecionado apos a simulagdo da dinamica molecular.

Figura 52 — Representacdo das cavidades da proteina.

Diferentes angulos da cavidade onde o ligante se encontra no frame selecionado apods a dindmica molecular. O

ligante encontra-se destacado na imagem. Fonte: Pymol, 2023

5.3.6.2 Complexo transportador OCT3 e metformina

A fim de demonstrar a localizagdo do transportador OCT3 na membrana, foi utilizada

a ferramenta Phobius (Figura 53). Na imagem, hd uma predi¢do da localizagdo do transportador,

onde vemos em roxo as regides transmembrana, em verde a regido citoplasmatica, em azul claro
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a regido ndo citoplasmatica e a linha azul escuro representa a probabilidade de a regido

apresentar a fungdo de peptideo sinal.

Figura 53 — Predicao da localizagdo do OCT3.
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Fonte: Phobius, 2023

Apds simulagdo de docking molecular entre o transportador OCT3 e o ligante
metformina, viu-se que o ligante teve interagdo com a proteina na regido do canal. A Figura 54
representa diferentes angulos do pocket onde o ligante interagiu com o transportador, através

da plataforma Proteins.plus.
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Figura 54 — Pocket de interagdo entre proteina e ligante.

Imagens representativas do pocket de interacdo entre ligante e transportador. (A) visdo lateral do complexo, (B)
vista de cima do complexo, sendo possivel perceber o canal do transportador e (C) aumento da vista de cima do

complexo com enfoque no ligante. Fonte: Proteins.plus, 2023

Também foi possivel avaliar, utilizando-se o Ligplot, as ligacdes de hidrogénio e as
interacdes hidrofobicas que estavam ocorrendo entre o transportador e o ligante apos a

simulagdo do docking (Figura 55).
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Figura 55 —Interacao entre proteina e ligante.
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Representagdo das interagdes entre o ligante e a proteina dockada na pose 1. As ligagdes de hidrogénio estdo
destacadas pelas linhas tracejadas verdes e as interagdes hidrofobicas estdo destacadas pelas linhas pontilhadas

vermelhas. Mf8 — metformina. Fonte: Ligplot, 2023

Com as analises de bioinformatica, foi possivel predizer que a metformina faz ligagdes
tanto com a proteina 4ZHX quanto com o transportador OCT3 selecionados. Além disso, com
a simula¢do da dindmica molecular, viu-se que a metformina, ao se ligar no seu sitio da proteina,
se mantém ligada até o final dos 10 ns, podendo ser tempo o suficiente para realizar a sua
fun¢do. Também, as mutagdes encontradas para o transportador OCT3 podem alterar a estrutura
do transportador e, por consequéncia, dificultar a entrada da metformina na célula, prejudicando

a sua funcao.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliadas as concentragdes de citocinas pro-inflamatorias
(IL-6 e MCP-1) no soro de maes atendidas em maternidade publica tercidria. Essas citocinas
séricas e os hormonios (prolactina e progesterona) foram associados aos desfechos da
amamenta¢ao. Um estudo anterior demonstrou que as citocinas IL-6 ¢ MCP-1 foram maiores
no momento do parto e diminuiram ao longo da lactacao (GILA-DIAZ et al., 2019). A MCP-
1, conhecida como proteina quimioatraente de monocitos-1, ¢ uma citocina conhecidamente
responsavel pelo recrutamento de macréfagos durante a inflamagdo. Entre varios fatores
secretados que atraem células imunes para diferentes tecidos, a MCP-1 demonstrou
desempenhar um papel crucial na infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo (DOMMEL;
BLUHER, 2021). Briana e colaboradores (BRIANA et al., 2007) coletaram amostras de plasma
sanguineo de maes durante o primeiro estagio do trabalho de parto e analisaram as
concentragdes de MCP-1. Em maes saudaveis, a concentragdo média de MCP-1 foi préxima a
500 pg/mL, semelhante ao encontrado neste estudo.

A IL-6, uma citocina pré-inflamatéria, tem sido implicada na regulacdo do peso
corporal e do contetido de tecido adiposo. Embora concetragdes elevadas de IL-6 estejam
geralmente associados a reducdo da ingestdo alimentar e a perda de peso, a obesidade
desencadeia um aumento destes marcadores devido a sua producdo no tecido adiposo.
Consequentemente, o impacto dos inibidores da sinalizagdo da IL-6 no peso corporal e tecido
adiposo permanece incerto (PATSALOS; DALTON; HIMMERICH, 2020). No estudo de Lv e
colaboradores, foi encontrada uma concentragdo média de 6,3 pg/mL de IL-6 no plasma
sanguineo de gestantes no terceiro trimestre de gestacdo, resultado semelhante ao do presente
trabalho, encontrado nas amostras de soro de maes coletados entre 24 e 48 horas apds o parto
(LV et al., 2019).

Neste estudo, encontrou-se uma correlagdo positiva entre as concentragdes séricas de
MCP-1 e IL-6 circulantes. A proteina plasmatica A associada a gravidez ¢ secretada na
circulagdo materna e participa do desenvolvimento e crescimento fetal. Estudos relataram que
essa proteina induziu a expressao de algumas citocinas como MCP-1 e IL-6 (LI, Q. et al., 2020),
podendo justificar a correlagdo entre elas encontrada neste estudo.

Em relacdo as andlises de leite materno, no presente trabalho, encontrou-se

concentragdes detectaveis de SAA no colostro humano, demonstrando que os recém-nascidos
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amamentados foram expostos a essa proteina pela ingestao do leite materno, corroborando os
resultados vistos por Sack e colaboradores (SACK et al., 2018). Além disso, viu-se uma
correlacdo positiva entre as concentracdes de SAA e leptina ¢ SAA e PCR no leite, ou seja,
quanto maior a concentragdo de SAA, maiores eram também as concentragdes de leptina e PCR
no leite materno.

Ja ¢ bem descrito na literatura o papel da leptina na regulacdo da homeostase
energética, fungdo neuroendocrina e metabolismo. Por ser produzida principalmente no tecido
adiposo branco e sua concentracdo estar diretamente relacionada com a porcentagem de gordura
corporal, viu-se que sua principal fungdo € controlar o apetite, sendo que altas concentragdes
de leptina diminuem a fome, enquanto baixas aumentam (OBRADOVIC et al., 2021). No leite
materno, a sua funcdo ainda nao ¢ bem elucidada, no entanto, estudos t€ém demonstrado
associagdo positiva entre a concentragdo de leptina no leite materno ¢ o ganho de peso do
neonato (SAVINO et al., 2008). Uma das hipdteses ¢ de que a absor¢do da leptina intacta ¢
facilitada durante os primeiros estdgios da lactagdo, visto que a mucosa gastrica do recém-
nascido ainda esta imatura, podendo entdo influenciar no ganho de peso infantil do primeiro ao
segundo ano de vida, sugerindo uma relevancia clinica da leptina durante o inicio da vida
(SCHUSTER et al., 2011). Em estudos em animais, viu-se também que uma deficiéncia na
sinalizacdo de leptina altera o desenvolvimento ductal e do tecido adiposo mamdario (THORN
etal.,2010), além disso, o estrogénio, um dos responsaveis pelo desenvolvimento e ramificagdo
dos ductos mamarios, tendeu a aumentar a expressao de leptina no tecido adiposo mamario
(THORN, S. R. et al., 2007).

Em relacdo a PCR, esta proteina desempenha uma variedade de papéis no organismo,
tanto fisiologicos quanto patoldgicos. Ela é considerada um biomarcador ttil de infecgdo, lesao
tecidual e inflamagao, sendo um preditor de eventos cardiovasculares, contudo, ressalta-se que
ela esté fisiologicamente aumentada em individuos mais velhos (BONCLER; WU; WATALA,
2019). Um estudo demonstrou que o aleitamento materno esta relacionado a concentragdes mais
baixas de PCR na vida adulta e, consequentemente, menor risco cardiovascular a longo prazo
(WILLIAMS; WILLIAMS; POULTON, 2006). Também foi visto uma associacao entre alto
IMC pré-gestacional e ganho de peso durante a gestacdo com concentragdes elevadas de PCR
no leite materno, podendo levar a implicagdes importantes na satide da prole, no entanto, essas

implicagdes ainda sdo desconhecidas (KALKHORAN et al, 2018).
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As citocinas exdgenas adquiridas através do leite materno sdo fundamentais para o
desenvolvimento neonatal. Eles regulam a inflamacao, auxiliam na cicatriza¢ao de feridas,
protegem contra alergias e sepse, estimulam a hematopoiese, reforcam o desenvolvimento
intestinal e a imunidade, a0 mesmo tempo que aumentam os niveis de enterdcitos (KIELBASA;
GADZALA-KOPCIUCH; BUSZEWSKI, 2021). A citocina anti-inflamatoria IL-10 dificulta o
desenvolvimento de determinadas células do sistema imunoldgico ao mesmo tempo que
promove outras, auxiliando na sintese de imunoglobulinas. Também exerce efeitos
imunomoduladores e anti-inflamatorios no trato gastrointestinal do recém-nascido (HAWKES;
BRYAN; GIBSON, 2002). Citocinas ¢ quimiocinas pro-inflamatorias, como MCP-1 e IL-8,
ativam o sistema imunoldgico do recém-nascido e protegem contra infec¢des e traumas
(HASHIRA; OKITSU-NEGISHI; YOSHINO, 2002; SASO et al.,, 2019). Esses fatores
desempenham um papel crucial na modulacdo do sistema imunoldgico neonatal e na maturagao
do trato gastrointestinal (DAWOD; MARSHALL, 2019). Para equilibrar a defesa imunologica
e mitigar o dano tecidual, as citocinas anti-inflamatoérias modulam as respostas pro-
inflamatérias (MEKI et al., 2003). Em nosso estudo, a analise das razdes de citocinas revelou
predominio de citocinas pro-inflamatorias, possivelmente indicativo da necessidade do neonato
de maturacao do sistema imunolégico e do trato gastrointestinal nos primeiros dias de vida.

Apesar de avaliar multiplos fatores que potencialmente influenciam a composi¢do de
citocinas e macronutrientes no colostro, nossos resultados indicam estabilidade na composi¢ao
do leite materno, indicando que ele sempre se modula para atender as necessidades do recém-
nascido.

A obesidade materna atingiu propor¢des epidémicas globais, com implicagdes em
resultados cardiometabolicos e neurologicos adversos em recém-nascidos. Filhos de maes
obesas, criados em ambiente intrauterino de excesso de peso, estdo predispostos ao maior peso
e consequente obesidade (NERI et al., 2016), corroborado em nossa pesquisa onde filhos de
maes com sobrepeso apresentaram peso significativamente maior em comparagao com aqueles
de maes com peso saudavel pos-gestacional.

Além disso, mulheres com obesidade sdo menos propensas a amamentar € sdo mais
propensas a parar de amamentar mais cedo do que mulheres com IMC < 25 Kg/m2, apesar das
intencdes semelhantes de amamentar (WOJCICKI, 2011). Dor mamaria, baixa produgao de
leite, dificuldade em segurar o recém-nascido e menor confianca materna em sua capacidade

de amamentar pela duracdo pretendida predispdem ao desmame precoce em mulheres com
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sobrepeso e obesidade (STUEBE et al., 2014). Além disso, problemas precoces relacionados a
oferta insuficiente de leite podem explicar parcialmente a associagdo entre obesidade e os
desfechos negativos do aleitamento materno exclusivo (HAUFF; LEONARD; RASMUSSEN,
2014).

Neste estudo, observou-se que o estado nutricional da mae estava diretamente
associado aos piores desfechos do estado de amamentacdo. Mulheres com obesidade,
especialmente aquelas que relatam problemas de amamentagao devido a leite insuficiente no
periodo pos-parto inicial, podem se beneficiar de apoio adicional a amamentagao (WIMLEY,
2017). No hospital onde foram realizadas as coletas de amostras para o presente trabalho,
encontra-se o0 CIAM, um programa de incentivo ao aleitamento materno que auxilia na correta
pega da mama e na succ¢do correta do recém-nascido enquanto a mae estd amamentando.
Observou-se que quase 75% das maes mantiveram o aleitamento materno exclusivo apds os
seis meses, podendo se dar pela eficicia da equipe de incentivo ao aleitamento materno. No
entanto, o fator fisioldgico da obesidade ainda se sobrepde ao incentivo ao aleitamento materno
€ a0 apoio que as maes recebiam, pois, maes com sobrepeso e obesidade eram menos propensas
a continuar com o aleitamento materno exclusivo em relagdo as maes com peso adequado ao
longo dos 6 meses recomendados pela OMS.

Além da deteccdo de SAA no leite materno, também foi possivel detectar a presenca
de SAA em células epiteliais mamadrias, entretanto, hd ainda uma lacuna na literatura a respeito
do seu mecanismo e fung¢do nesse tecido, por isso, tentou-se elucidar qual era o seu papel e via
de sinalizagdo. Com base na literatura investigada, acredita-se que este € o primeiro estudo que
tenta demonstrar qual o papel da SAA na mama. Visto que a glandula mamadria possui uma
estreita associacdo com o deposito de tecido adiposo mamario e que os adipdcitos sdo
importantes reguladores locais do crescimento das cé€lulas epiteliais mamarias e considerando
também a sua funcdo durante a lactacdo (HOVEY; AIMO, 2010), foi proposto que a SAA
atuasse nas mamas nas mesmas vias de sinalizacdo que atua no tecido adiposo (ERK1/2, p38
MAPK e PI3K/Akt). Além disso, a leptina, como anteriormente citado, estd relacionada com
as concentragdes de SAA no leite materno e também possui sua sinalizagao mediada pelas vias
da PI3K, da MAPK e da ERK (OBRADOVIC et al., 2021). Outra informacao relevante para
essa teoria ¢ de que as citocinas regulam a proliferacdo celular e a inflama¢ao na mama pelas
vias MAPK e PI3K (BRENMOEHL et al., 2018). Por isso, neste estudo, testou-se a capacidade

de proliferacao de células epiteliais mamarias apos a inibicdo de trés possiveis vias de
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sinalizacdo da SAA na mama, a via da ERK1/2, da p38 MAPK e da PI3K/Akt, bem como a
expressao da SAA em resposta a inibicao de suas vias.

Primeiramente, os inibidores foram testados quanto a sua citotoxicidade, para tanto,
foi realizado o ensaio de viabilidade celular. Juntamente com essa avaliagdo, foi avaliado se a
privacdo de soro levaria a morte celular. De acordo com o estudo de Kues e colaboradores, a
privagao de soro tem efeitos sobre o ciclo celular, permitindo uma sincronizagao do ciclo, de
forma que a maior parte das células se encontrem no estagio GO/G1 (KUES et al., 2000). Ao
final deste experimento, observou-se uma viabilidade celular superior a 80%,
independentemente do tratamento utilizado, portanto, seguiu-se para o experimento de
proliferacdo celular utilizando-se concentragdes pré-estabelecidas dos inibidores e da SAA,
bem como a menor concentragdo de soro testada (0,5%). Tanto no ensaio de proliferacao
celular, através da contagem de células viaveis, quanto no ensaio clonogénico, em que foi
possivel avaliar a capacidade das células tratadas de formar colonias, ndo foram encontradas
diferencgas significativas entre os grupos, sendo assim, a SAA, possivelmente, ndo atue na
sinalizacdo pro-proliferacdo de nenhuma das trés vias investigadas.

No entanto, ao avaliar a expressao de citocinas no sobrenadante celular nos diferentes
tratamentos, viu-se que, ao tratar as células com SAA houve uma maior expressao de IL-6. O
A IL-6 possui uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo modulagdo da resposta
imune (HILTON; GOUGH, 1991), inflamacao (TANIGAWA et al., 2022), hematopoiese e
oncogénese (PENNICA et al., 1995), regulagdo do crescimento, sobrevivéncia e diferenciacao
celular (ABE et al., 1991). Na mama, Zhao, Melenhorst e Hennighausen demonstraram que a
IL-6 contribuiu para a indugao da remodelacao controlada do tecido mamario durante a fase de
involucdo, em parte pela via MAPK. Eles também demonstraram que a expressdo de IL-6 ¢
induzida no tecido mamario em estagios iniciais da involucao, sugerindo que ela ¢ um indutor
da remodelagao mamaria, e que essa involu¢ao ¢ mediada por Stat3 (ZHAO; MELENHORST;
HENNIGHAUSEN, 2002). O fator de transcri¢ao Stat3 ¢ ativado no tecido mamario apds o
desmame, consequentemente, uma inativagdo de Stat3 no epitélio alveolar resulta em retardo
na remodelacdo tecidual durante a involu¢do (CHAPMAN et al., 2006). Em algumas doencas
inflamatérias cronicas, como artrite reumatoide, viu-se que algumas citocinas como a IL-6
estimulam a expressdao de SAA pela Stat3 (HAGIHARA et al., 2005). Sendo assim, a SAA nao
necessariamente estaria relacionada ao desenvolvimento e proliferagdo de células mamarias,

mas, talvez, no remodelamento delas, através da ativagao por IL-6.
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Além disso, buscou-se compreender também através dos experimentos in vitro, de que
forma a metformina atua na mama humana. Até onde se sabe, este ¢ o primeiro estudo que
avaliou o seu papel em células mamarias humanas. Através da analise do sobrenadante, foi
possivel observar que a metformina diminuiu a expressao de IL-6 nas células de mama tratadas
com SAA. Outros estudos demonstraram a relacdo entre metformina e expressao de IL-6. Zhao
e colaboradores demonstraram que a metformina poderia inibir a transi¢ao epitelial-
mesenquimal no adenocarcinoma pulmonar induzida por IL-6, possivelmente através do
bloqueio da fosforilagdo de STAT3 (ZHAO, Z. et al., 2014). Em outro estudo, desenvolvido
por Nath e colaboradores, a metformina inibiu a expressdo de mediadores pro-inflamatdrios,
como a IL-6, em macrdéfagos de camundongos (NATH et al., 2010). Também, Isoda e
colaboradores observaram uma inibigdo da expressao de IL-6 em células vasculares tratadas
com metformina através da inibicdo de NF-kB (ISODA et al., 2006). Xu e colaboradores
concluiram que as concentragdes séricas de IL-6 em pacientes com SOP podem ser
influenciadas pela metformina, uma vez que a utilizagdo da terapia pode aliviar a inflamagao
cronica causada pela doenga (XU, X. ef al., 2014).

Além da analise da concentragao de IL-6 no sobrenadante celular, buscou-se avaliar a
capacidade da SAA e metformina, em conjunto ou isoladamente, de captar glicose nas células
mamarias. Como resultado, a SAA foi capaz de inibir a captagdo de glicose nas células,
independente do tratamento com metformina. Os estudos de Oliveira e colaboradores e
Monteiro e colaboradores demonstraram o efeito de inibicao de captacdo de glicose induzida
pela SAA em adipocitos através da diminuicdo de GLUT4, consequentemente, diminuindo o
transporte de glicose (OLIVEIRA et al., 2016; FILIPPIN-MONTEIRO et al., 2011). No
presente estudo ndo foi possivel avaliar a expressdo de GLUTs para identificar por qual
mecanismo ocorre essa inibi¢cdo, no entanto, acredita-se que possivelmente seja pela diminuicao
de GLUT1 e/ou GLUTS, uma vez que ambos realizam o transporte de glicose na mama (ZHAO
et al, 2014). Neste estudo, a metformina ndo aumentou a captacdo de glicose pela célula
mamaria como esperado, no entanto, alguns fatores devem ser considerados. A célula utilizada
expressa SAA naturalmente, como visto no resultado do item 4.2.5, portanto, acredita-se que
seja possivel que a expressao fisiologica de SAA possa atenuar a possivel captacdo de glicose
promovida pela metformina. Bem como, também ndo foi possivel realizar o ensaio de captagdo
de glicose utilizando uma curva de tempo-dose-resposta, consequentemente, ainda nao se pode

concluir que a metformina ndo aumenta a captacao de glicose nessa célula.
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Por ultimo, foram avaliadas as possiveis alteragdes morfologicas causadas nas células
mamarias pos tratamento com SAA e/ou metformina através do ensaio de microscopia
eletronica. As imagens obtidas através do ensaio para as amostras controle foram similares aos
descritos por Underwood e colaboradores. As células apresentavam abundantes mitocondrias e
reticulo endoplasmatico rugoso, este ultimo necessario para a producdo de leite durante a
lactagdao. Também, invaginacao do nicleo e escassos reticulos endoplasmaticos lisos e aparelho
de golgi (UNDERWOOQOD et al., 2006).

Quando tratadas com SAA, as células apresentaram alguns sinais de estresse celular,
como descontinuagdo das cristas mitocondriais e Iimens aumentados no reticulo
endoplasmatico rugoso. Mitocondrias de células de ratos tratadas com cetamina, que possui
potencial neurotoxico, apresentaram estruturas semelhantes quando comparadas as células
deste estudo tratadas com SAA (EUSTAQUIO et al., 2018). Em outro estudo realizado por
Kosta e colaboradores, a estrutura das cristas mitocondriais também se apresentou remodelada
apos privagao de nutrientes em células de cepas de Dictyostelium discoideum, mesmo sem
morte celular (KOSTA et al., 2019). Em relac¢do ao reticulo endoplasmatico, alguns estudos
relataram a mesma variacdo da morfologia em diferentes situagdes e tipos celulares, como
morte celular lipotoxica em células ovarianas (BORRADAILE et al., 2006), hipoxia em
cérebros de camundongos (CHAVEZ-VALDEZ et al., 2017) e isquemia em cérebros de ratos
(JIN et al., 2018).

Quando tratadas com metformina, as células apresentaram uma diminui¢do do nlimero
de mitocondrias. Alguns estudos mostraram que a metformina pode causar disfuncao
mitocondrial, como o de Yang e colaboradores, que demonstrou que o firmaco pode aumentar
a captagdo de glicose através da inibicao da fun¢ao mitocondrial (YANG et al., 2021). Também,
Feng e colaboradores mostraram que a metformina, apds entrar nas células através de OCTs,
podem atingir as mitocondrias e inibir seletivamente o complexo mitocondrial 1, bloqueando a
respiracdo celular, aumentando a producao de espécies reativas de oxigénio e diminuindo os
niveis de ATP. Por consequéncia, a AMPK seria ativada, promovendo a captagdo de glicose
celular (FENG, J. et al., 2022).

Ao tratar as células com metformina e SAA, foi possivel perceber os mesmos sinais
de estresse celular das células tratadas apenas com SAA, indicando que o estresse celular

causado pela SAA ndo foi minimizado pelo tratamento com metformina.
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Através deste ensaio também se percebeu que algumas células ndo apresentavam as
caracteristicas relatadas, portanto, aumentando o tempo em que se mantiveram em tratamento,
possivelmente este efeito alcancaria mais células. Isso também pode explicar o motivo de nao
terem apresentado aumento de captacdo de glicose quando tratadas com metformina.

Outro foco deste estudo foi avaliar, por meio de abordagem in silico, o possivel papel
da metformina como um galactagogo no tecido mamario. Apenas um estudo avaliou o papel da
metformina no aumento da produgao de leite em lactantes com baixa producao de leite e sinais
de resisténcia a insulina, permanecendo assim incerto o seu papel, ndo obstante, acredita-se que
seja pelo seu efeito de sensibilizagdo a insulina (NOMMSEN-RIVERS et al., 2019). Até onde
sabe-se, nenhum outro estudo avaliou o papel da metformina na mama por abordagem in silico.

Visto a importancia da glicose para a produgdo do leite materno e também o papel da
metformina para o tratamento da resisténcia a insulina, acreditou-se que esse seria um farmaco
promissor a ser utilizado como galactagogo. Para isso, pesquisou-se os transportadores de
metformina e seus respectivos genes codificantes, sendo eles OCT1, OCT2, OCT3, MATEI],
MATE2, PMAT e OCTNI1 e seus genes codificantes SLC2241, SLC22A2, SLC22A43, SLC47A1,
SLC47A42, SLC29A44 e SLC22A44, respectivamente (LIANG; GIACOMINI, 2017).

Para descobrir se esses genes eram expressos na mama, utilizou-se a plataforma GTEx.
A plataforma oferecida pelo NIH Common Fund visa estabelecer um banco de dados de
recursos e banco de tecidos associados para permitir o estudo de relacdo entre variagdo genética
e expressao geénica, além de outros fendtipos moleculares em diversos tecidos de referéncia
(LONSDALE et al., 2013). A partir dos resultados encontrados nesta plataforma, selecionou-
se os trés genes mais expressos no tecido mamadrio, que foram o SLC2243, SLC2944 e
SLC22A44. Apos essa selegdo, esses genes foram avaliados na plataforma The Human Protein
Atlas, que € uma ferramenta util para avaliar a localizacao e a expressao de proteinas em tecidos
e células humanas por meio do mapeamento do proteoma humano por imuno-histoquimica e
imunocitoquimica (THUL; LINDSKOG, 2018).

Apoés as avaliagdes de triagem, selecionou-se o gene SLC2243 que codifica o
transportador OCT3, que foi o mais expresso no tecido de interesse, e avaliou-se quais as
mutacoes ja descritas desse gene estavam registradas na plataforma dbSNP. Esta plataforma
fornece uma ampla gama de informacdes, incluindo muta¢des clinicas, variagdes de
nucleotideos, frequéncia populacional, consequéncia molecular e informag¢des do mapeamento

genomico (SMIGIELSKI et al., 2000). Com esses dados, pode-se avaliar se essas mutagdes
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eram ou ndo deletérias a partir das plataformas PredictSNP e HOPE. A plataforma PredictSNP
fornece um resultado a partir do conjunto de dados de oito ferramentas: MAPP,
nsSNPAnalyzer, PANTHER, PhD-SNP, PolyPhen-1, PolyPhen-2, SIFT e SNAP (BENDL et
al., 2014). Tanto a plataforma PredictSNP quanto a HOPE podem predizer o efeito de
substitui¢do de aminoacidos e prever mutacdes relacionadas a doengas. A partir da andlise
dessas plataformas, sete mutagdes foram consideradas deletérias: rs199688797, rs187750009,
15202096123, rs183669984, rs373788380, rs577437871 e rs199817918. Ressalta-se que essas
mutacdes, por serem consideradas deletérias, nao necessariamente estdo relacionadas a
doengas.

As andlises de docking molecular realizadas com o complexo metformina e OCT3
indicou que ha uma interacdo entre a proteina e o ligante e ela ocorre no tinel central do
transportador, local aonde a metformina também estaria sendo transportada. Também, as
simulacdes de docking e dinamica molecular entre a metformina e a proteina do tipo AMPK,
4ZHX, também demonstraram interagao entre proteina e ligante, que se manteve ligado durante
os 10 ns da simulagao da dindmica molecular, possivelmente promovendo a atividade da
proteina.

Esses métodos computacionais vém complementando a andlise experimental. O
docking molecular ¢ um método in silico capaz de predizer ligacdes entre moléculas e também
prever as suas interagdes, no entanto, o nivel da sua confiabilidade ainda € incerta. A associacao
com a técnica de dinamica molecular, além de proporcionar um resultado mais preciso, também
o complementa, uma vez que pode calcular energias de interagdo mais detalhadas, bem como
fornecer informagdes sobre o mecanismo de ligacao do complexo (SANTOS et al., 2019).

Como um panorama geral do estudo, pode-se perceber que a composicdo do leite
materno se mantém estdvel em diferentes situagdes, indicando que ele se modela para atender
as necessidades do recém-nascido. No entanto, o fator estado nutricional pode interferir na
continuagdo da amamentacdo. Também, as concentragdes mais altas de citocinas pro-
inflamatorias no colostro podem indicar uma necessidade do recém-nascido de receber essas
citocinas para o desenvolvimento do seu sistema imunologico e gastrointestinal. Em relagdo a
mama, a SAA pode estimular a expressao de IL-6 e inibir a captagdo de glicose, sendo assim,
poderia estar relacionada com a diminui¢do precoce da amamentacdo devido a redugdo da
producdo de leite materno, bem como a involugdo mamaria. A metformina pode apresentar um

potencial de aumentar a produgdo de leite nesses casos, que ndo pode ser confirmado com os
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ensaios in vitro, provavelmente devido ao pouco tempo de tratamento, no entanto, os resultados
da dindmica molecular se mostraram promissores. Sugere-se, entdo, que sejam realizados os
ensaios de captacdo de glicose realizando uma curva dose-tempo-resposta, utilizando tempos

de tratamento mais longos.



123

7 CONCLUSAO

- A composi¢ao do colostro se manteve estavel nas diferentes situagdes estudadas, que
foram estado nutricional e idade materna, bem como o tipo de parto;

- O estado nutricional da mae pode interferir na continuagdo da amamentagao;

- Foram encontradas concentragdes mais altas de citocinas pro-inflamatorias no
colostro em relagdo a citocina anti-inflamatoria;

- A SAA pode estimular a expressao de IL-6 e inibir a captagdo de glicose em células
de mama humana, bem como causar estresse celular;

- A metformina pode causar uma diminui¢do do niimero de mitocondrias em células
da mama humana;

- As predi¢des in silico mostraram que ocorre interacdo entre os complexos
metformina-OCT3 e metformina-4ZHX, possivelmente permitindo a captacao de glicose pelas

células.
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8 PERSPECTIVAS

- Repetir os ensaios do estudo in vitro utilizando juntamente com a SAA, o inibidor da
JNK;

- Realizar ensaio de RT-PCR para avaliar se a inibicdo de captacao de glicose pela
SAA ¢ via GLUT1 ou GLUTS (para este ensaio, ja foi realizada a extracdo de RNA das
amostras);

- Realizar o ensaio de captagdo de glicose com estimulo de SAA e metformina, porém,
através de curva tempo-dose-resposta;

- Estimular as células de mama com prolactina e repetir os ensaios do estudo, de forma

a aproximar-se de um ambiente mamario em lactogénese;

9 IMPACTO SOCIAL

Os impactos dos dados obtidos neste estudo na sociedade englobam o conhecimento
de que fatores como estado nutricional materno, idade materna e o tipo de parto ndo afetam os
componentes do leite materno avaliados neste trabalho. Esses resultados também podem
amenizar as insegurangas maternas em relacdo a qualidade do proprio leite. Além disso, a busca
por medicamentos galactagogos ¢ essencial para aumentar e frequéncia e duracdo do
aleitamento materno, sendo assim, o estudo de medicamentos seguros para gestantes e lactantes

com o intuito de auxiliar a amamentacao se faz necessario.
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RESUMO

O cancer de mama ¢ o tipo de cancer mais prevalente no mundo ¢ a doenga maligna mais
comum entre as mulheres. Ele atinge mulheres de todos os paises do mundo e em qualquer
idade apds a puberdade, mas com taxas crescentes na vida adulta. E uma doenca heterogénea
biologicamente e clinicamente falando, com variados aspectos histologicos e subtipos
moleculares que apresentam diferentes etiologias, perfis de fatores de risco, respostas a
tratamentos e progndsticos. O objetivo primario das estratégias de tratamento do cancer ¢
promover a morte celular tumoral, portanto, as questdes centrais na determinagdo da eficacia
terapéutica sdo os fatores que afetam a morte celular e os mecanismos subjacentes. Atualmente,
o supressor de tumor, a proteina p53 foi classificada como o "guardido do genoma", devido a
sua capacidade de coordenar varias vias de sinalizagao envolvidas na resposta a danos no DNA,
incluindo a indugdo da parada do ciclo celular e reparo de DNA ou apoptose. Sabe-se que as
vias de sinaliza¢do de ERa e p53 estdo interligadas no cancer de mama e que podem afetar a
expressao e a atividade transcricional um do outro, impactando diretamente no crescimento do
cancer. Apesar de as isoformas de p53 ja serem conhecidas hd mais de uma década, a sua relagao
com o cancer ainda nao ¢ totalmente elucidada. Desta maneira, t€m-se tentado demonstrar que
a isoforma A40p53 pode desempenhar um papel critico na modulagao do eixo p53/ERa no
cancer de mama através de linhagens de cancer de mama ERa positivas. Portanto, o objetivo
do trabalho foi compreender a relacdo entre A40p53, p53 e sinalizagdo de estrogénio em
resposta ao tratamento com tamoxifeno no cancer de mama. Para isso, diferentes linhagens de
cancer de mama que expressavam o receptor de estrogénio foram avaliadas, frente ao estimulo
com tamoxifeno e/ou estradiol, como também apods a superexpressao ou o knockdown de p53
e a sua isoforma A40p53. Com este estudo, viu-se que em células MCF-7, a superexpressao de
A40p53 resultou em diminuicao da expressao de ERa, demonstrando a relacao da isoforma com
a sua sinalizagdo. As células MCF-7 resistentes a tamoxifeno regulam a sinalizacdo de ERa
diferentemente da linhagem parental. O knockdown de p53 e A40p53 atenuaram a resisténcia
ao tamoxifeno em células MCF-7 resistentes, além disso as respostas celulares frente ao
knockdown e a diferentes tratamentos ¢ dependente da linhagem celular.

Palavras-chave: Cancer de mama. P53. A40p53. ERo.
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BREAST CANCER AND P53: HOW TO OVERCOME CURRENT BARRIERS IN
BREAST CANCER TREATMENT

Breast cancer is the most prevalent type of cancer in the world and the most common
malignancy among women. It affects women in every country in the world and at any age after
puberty, but with increasing rates in adulthood. It is a biologically and clinically heterogeneous
disease, with varied histological aspects and molecular subtypes that present different
etiologies, risk factor profiles, responses to treatments and prognoses. The primary objective of
cancer treatment strategies is to promote tumor cell death, therefore, the central questions in
determining therapeutic efficacy are the factors that affect cell death and the underlying
mechanisms. Currently, the tumor suppressor protein p53 has been classified as the "guardian
of the genome" due to its ability to coordinate multiple signaling pathways involved in the
response to DNA damage, including the induction of cell cycle arrest and DNA repair or
apoptosis. It is known that the ERa and p53 signaling pathways are interconnected in breast
cancer and that they can affect each other's expression and transcriptional activity, directly
impacting cancer growth. Although p53 isoforms have been known for more than a decade,
their relationship with cancer has not yet been fully elucidated. In this way, attempts have been
made to demonstrate that the A40p53 isoform can play a critical role in modulating the pS3/ERa
axis in breast cancer through ERa-positive breast cancer lines. Therefore, the objective of the
work was to understand the relationship between A40p53, p53 and estrogen signaling in
response to tamoxifen treatment in breast cancer. For this, different breast cancer lines that
expressed the estrogen receptor were evaluated, after stimulation with tamoxifen and/or
estradiol, as well as after overexpression or knockdown of p53 and its isoform A40p53. With
this study, it was seen that in MCF-7 cells, overexpression of A40p53 resulted in a decrease in
ERa expression, demonstrating the relationship between the isoform and its signaling.
Tamoxifen-resistant MCF-7 cells regulate ERa signaling differently than the parental cell line.
Knockdown of p53 and A40p53 attenuated resistance to tamoxifen in resistant MCF-7 cells, in
addition, cellular responses to knockdown and different treatments are dependent on the cell
line.

Keywords: Breast cancer. P53. A40p53. ERa.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama ¢ uma das principais preocupagdes de saude entre as mulheres
devido a sua alta incidéncia e mortalidade, sendo a taxa de sobrevida em cinco anos no cancer
de mama metastatico inferior a 30% mesmo com quimioterapia adjuvante (RIGGIO; VARLEY;
WELM, 2021). E o tipo de cancer mais prevalente no mundo e a doenga maligna mais comum
entre mulheres, atingindo mulheres de todos os paises do mundo em qualquer idade apds a
puberdade, mas com taxas crescentes na vida adulta (WHO, 2021a).

Os dados mais recentes da GLOBOCAN (Global Cancer Observatory) 2018
produzidos pela IARC (International Agency for Research on Cancer) a partir da pesquisa
realizada em 185 paises relataram um aumento em 2,3 milhdes de casos (11,7%) de cancer de
mama e uma taxa de mortalidade de 6,9% e ainda ha a previsdo de que essa situacdo piore
(BRAY et al., 2018). A TARC estima que até 2040 a incidéncia de cancer de mama serd maior
que 3 milhdes de novos casos por ano e a mortalidade ira aumentar em mais de 50%, resultando
em mais de 1 milhdo de mortes por ano (IARC, 2021).

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saide (OMS), em 2020, haviam 2,3
milhdes de mulheres com diagnoéstico de cancer de mama e 685.000 mortes em todo o mundo.
Ao final de 2020, haviam 7,8 milhdes de mulheres vivas com diagndstico de cancer de mama
nos ultimos 5 anos (WHO, 2021a). No Brasil, a situacdo se assemelha ao resto do mundo.
Segundo os dados do INCA (Instituto Nacional de Cancer), excluidos os tumores de pele nao
melanoma, o cancer de mama € o mais incidente em mulheres de todas as regides, com enfoque
nas regides Sul e Sudeste. A estimativa para o ano de 2023 ¢ que sejam diagnosticados 73.610
novos casos, representando uma taxa de 41,89 casos a cada 100.000 mulheres. Além disso o
cancer de mama ¢ também a primeira causa de morte por cancer na populacdo feminina no
Brasil, apresentando uma taxa de mortalidade de 11,84 6bitos a cada 100.000 mulheres (INCA,
2022).
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1.2 FATORES DE RISCO

Fator de risco se refere a qualquer circunstancia que afete a chance individual de
adquirir determinada doenga, neste caso, o cancer de mama (FENG, Y. et al., 2018). Alguns
fatores de risco importantes para o cancer de mama sdo inerentes ao individuo, como por
exemplo, o género, uma vez que as mulheres t€ém 100 vezes mais chances de adquirir a doenga
em relacdes aos homens. Outros fatores incluem também envelhecimento, uma vez que a
maioria dos canceres de mama sdo diagnosticados em mulheres com 55 anos ou mais, bem
como parentesco de primeiro grau (mae, irma ou filha) diagnosticados com cancer de mama
(COLDITZ et al., 2012). Destacam-se também alguns outros fatores ndo genéticos, como etnia
(mulheres caucasianas sdo mais suscetiveis) (SUN et al., 2017), condi¢des benignas da mama
(mamas densas e fibrose) (DEGNIM et al., 2005), lesoes proliferativas (OZSOY et al., 2017),
radioterapia toracica (SUN et al., 2017), exposigdo ao dietilestilbestrol (KAMINSKA et al.,
2015), contraceptivos e terapias de reposi¢do hormonal (VOGEL, 2008), consumo excessivo
de alcool (COLLINS et al., 2006), sobrepeso e obesidade, falta de atividade fisica, nuliparidade
entre outros (OZSOY et al., 2017).

Além dos fatores de risco citados anteriormente, ha também causas ligadas a mutacgoes
genéticas hereditarias que compreendem 5 a 10% dos casos, como a mutagdao no gene BRCA1
ou BRCA2 (ALLISON, 2012). Mulheres com mutacao no gene BRCA1 t€ém um risco de 55 a
65% de desenvolver cancer de mama ao longo da vida, bem como mulheres com mutagdo no
gene BRCA2 tem um risco de 45%. Num panorama geral, mulheres com uma das duas
mutacoes tem 70% de chances de adquirir cancer de mama até os 80 anos (COLDITZ et al.,
2012). Mutagdes em outros genes também podem levar ao aumento do risco de cancer de mama,
como mutagdo em ATM ou TP53 (pode também causar a sindrome de Li-Fraumeni)
(COLDITZ et al., 2012), CHECK2, PTEN, CDH1 (POLYAK, 2007), STK11, CDH1 ¢ PALB2
(ALLISON, 2012).

1.3 FISIOLOGIA DO CANCER DE MAMA
O desenvolvimento da glandula mamaria humana € um processo progressivo que se

inicia durante a vida embrionaria (FENG, Y. et al., 2018). O tecido mamario ¢ formado por

células-tronco mamarias que podem dar origem tanto as linhagens epiteliais luminais quanto
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basais (KOREN; BENTIRES-ALJ, 2015). Essas células-tronco respondem a diferentes
estimulos como estrogénio, TGF-f e vias de sinaliza¢ao de Notch, por exemplo (KHAN et al.,
2021). As mudangas fisiologicas na glandula mamadria observadas durante a puberdade, vida
adulta, gestacdo e lactacdo se dao devido a adequada comunicacao e resposta das células-tronco
mamarias, no entanto, essas células também podem adquirir mutagdes que levam a
diferenciacdo inadequada e consequente tumorigénese (THARMAPALAN et al., 2019). Essas
cé¢lulas mutadas dao origem a uma subpopulagdao tumoral exibindo caracteristicas de células-
tronco mamaria desreguladas, que possui a capacidade de auto-renovacdo e diferenciagdo
completa dentro do tumor (OWENS; NAYLOR, 2020).

A maior parte dos canceres de mama se iniciam nos lobulos ou ductos mamarios e, em
alguns casos, o tumor pode também infiltrar a pele ou musculos peitorais (FENG, Y. et al.,
2018). Inicialmente, enquanto as células tumorais permanecem dentro do tecido onde se
formaram, o cancer ¢ denominado in situ, no entanto, a medida que essas células invadem
outros tecidos adjacentes, ja sdo considerados canceres localmente invasivos. Sao considerados
canceres metastaticos quando essas células invadem tecidos ndo-mamarios através dos vasos

sanguineos e linfaticos (Figura 56) (TOWER; RUPPERT; BRITT, 2019).
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Figura 56 — Fisiologia do cancer de mama
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Fonte: Adaptado de UpToDate® (2023).

O cancer de mama ¢ uma doenga heterogénea biologicamente e clinicamente falando,

com variados aspectos histologicos e subtipos moleculares que apresentam diferentes
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etiologias, perfis de fatores de risco, respostas a tratamentos e progndsticos (PASHAYAN et
al., 2020). Ele ¢ classificado em trés subtipos principais, com base na presenca ou auséncia de
marcadores moleculares para receptores hormonais (HR) e de fator de crescimento, que sao:
receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor de fator de crescimento
epidérmico humano 2 (ERBB2; também chamado de HER2). A expressao desses trés
marcadores moleculares orienta a terapia e esta correlacionada com o prognoéstico. Dos canceres
de mama com receptor positivo, os canceres ERBB2 positivo sdo os mais agressivos, mas
respondem bem a terapia direcionada ao ERBB2. Os fenotipos ER ou PR positivos estdo
associados a canceres menos agressivos ¢ melhores resultados de sobrevida. Dentre os trés
subtipos, o cancer de mama triplo-negativo tem maior probabilidade de recorréncia do que os

outros 2 subtipos (JANUSKEVICIENE; PETRIKAITE, 2019).

1.4 TRATAMENTO

Para o tratamento do cancer de mama ndo metastatico, a terapia objetiva eliminar o
tumor da mama e dos ginglios linfaticos adjacentes e prevenir a recorréncia metastatica. O
tratamento local consiste na resseccao cirargica do tumor, bem como a remog¢ao ou amostragem
dos linfonodos axilares, com radioterapia pos-operatoria (WAKS; WINER, 2019). A terapia
sistémica consiste em terapia enddcrina para todos os tumores HR+, com uso de farmacos como
tamoxifeno, letrozol, anastrozol, exemestano ou fulvestranto; terapia com anticorpos
direcionados a ERBB2 a base de trastuzumabe juntamente com a quimioterapia para tumores
ERBB2+ e quimioterapia isolada para cancer de mama triplo-negativo, sendo frequentemente
utilizados os farmacos paclitaxel, doxorrubicina, ciclofosfamida, docetaxel ou carboplatina
(JOSHI; PRESS, 2018).

Para o cancer de mama metastatico, os objetivos terapéuticos sao prolongar a
sobrevida do paciente e atenuar os sintomas. Atualmente, o cancer de mama metastatico
permanece incuravel em praticamente todos os pacientes afetados. A mesma terapia sistémica
¢ usada no cancer de mama metastatico e as terapias locais (cirurgia e radioterapia) sao
normalmente usadas como tratamento paliativo na doenga metastatica (CARDOSO et al.,
2009). Um dos maiores desafios encontrados atualmente no tratamento do cancer de mama € o
surgimento de resisténcia a terapia, metéstase e recidiva da doenca. A resisténcia inata e, mais

importante, a resisténcia adquirida a interven¢des quimio e radioterapéuticas ¢ um dos
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principais contribuintes para a recidiva tumoral e um aumento na mortalidade entre pacientes
com cancer (WANG, X.; ZHANG; CHEN, 2019).

O objetivo primadrio das estratégias de tratamento do cancer ¢ promover a morte celular
tumoral, portanto, as questoes centrais na determinacdo da eficécia terapéutica sdo os fatores
que afetam a morte celular e os mecanismos subjacentes (XU, J.; PATEL; GEWIRTZ, 2020).
Atualmente, o supressor de tumor, a proteina p53 foi classificada como o "guardido do
genoma', devido ao seu papel na resposta a varios estresses externos ou internos, como danos
ao DNA, incluindo a indugao da parada do ciclo celular e reparo de DNA ou apoptose, ativacao
de oncogenes, privagdo de nutrientes e hipoxia (BOUTELLE; ATTARDI, 2021). Como
supressor de tumor, a p53 ¢é capaz de atenuar a inflamagdo através de varios diferentes
mecanismos, incluindo a supressao da produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e a
inibi¢do do Fator Nuclear-kB (NF-kB) (BARABUTIS; SCHALLY; SIEJKA, 2018).

Cerca de 70% dos canceres de mama expressam receptor de estrogénio e sdo
classificados como receptor de estrogénio positivo (ER+) e terapias antiestrogénio, como
tamoxifeno, sdo comumente utilizadas para o tratamento nesses casos (BERGER, C.; QIAN;
CHEN, 2013). Sendo a p53 um importante mediador no tratamento de cancer, compreender a
ligacdo entre p53 e a sinalizacdo de receptores de estrogénio pode fornecer respostas

importantes para melhorar as atuais estratégias para tratamento de cancer de mama.

1.5 SINALIZACAO DO RECEPTOR DE ESTROGENIO

Os receptores de estrogénio encontram-se em duas diferentes isoformas: ERa e ERP e
eles intercedem as acdes do estrogénio regulando a sua expressdo génica (ARNAL et al., 2017).
No entanto, a isoforma ERa vem sendo muito mais extensamente pesquisada. Sabe-se que a
atividade de ERa ¢ essencial para o desenvolvimento do sistema reprodutor e também que sua
expressao encontra-se aumentada na maioria dos canceres de mama, o que levou a uma intensa
pesquisa para compreender o seu papel como regulador do tumor (CLUSAN et al., 2021).

O ERa pode exercer a sua atividade através de duas vias, entdo, apds a sua ligagao ao
estrogénio ou apos a sua fosforilagao, o ERa se transloca para o nucleo da célula onde se liga
ao DNA por mecanismos diretos, através de elementos responsivos a estrogénio (EREs) ou
indiretos, por meio de interagdes proteina/proteina com outros fatores de transcri¢do como AP1

ou SP1, que se ligam ao DNA por meio de elementos responsivos ao soro (SREs). A outra via
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se da pela interagdo de ERa com quinases, como por exemplo a PI3K e Src, levando a
estimulagdo da via de sinalizagdo de AKT ou MAPK, resultando na ativacdo do fator de

transcri¢do (FT) (STENDER et al., 2010) (Figura 57).

Figura 57 — Sinaliza¢ao de ERa
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Fonte: a autora. Desenvolvido com BioRender.

Em linhagens celulares de adenocarcinoma mamario, como MCF-7, foram
identificados os elementos reguladores de ERa através de técnicas de sequenciamento e todos
esses modos de acdo do receptor levam a regulagdo do destino celular, resultando em um

equilibrio entre proliferagdo, diferenciacao e sobrevivéncia celular (ARNAL et al., 2017).

1.6 PAPEL DO RECEPTOR DE ESTROGENIO NO CANCER DE MAMA

O receptor de estrogénio desempenha um papel importante no cancer de mama e sua

desregulacdo pode ocasionar em proliferagdo celular aberrante e, consequentemente,
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desenvolvimento do tumor (KERDIVEL; FLOURIOT; PAKDEL, 2013). Essa desregulacao da
fun¢do de ERa pode ser desencadeada por diversos fendmenos, resultando num desequilibrio
de cofatores em favor de coativadores e a superexpressao de fatores de crescimento, resultando
na alteragdo da expressao de ERa (MANAVATHI et al., 2013).

Mutac¢do do ERa adquiridas apos terapias de privacdo de estrogé€nio pode ser um
possivel mecanismo de resisténcia tumoral as terapias enddcrinas para promover a proliferagao
celular por meio da ativagao independente de ligante de ERa, escapando do controle hormonal
(BARONE; BRUSCO; FUQUA, 2010). As células do cancer de mama adquiriram resisténcia
a algumas terapias endocrinas através de varios diferentes mecanismos, como perda de
expressdo de ERa (HOSKINS; CAREY; MCLEOD, 2009), expressao de isoformas truncadas
dos receptores de estrogénio (SHI et al., 2009), modificagdes pods-traducionais de ERa
(RIGGINS ef al., 2007), aumento da atividade transcricional de AP1 e NF-xB (ZHOU, Y. ef
al., 2007), ativagdo de vias de sinalizagdo celular aberrantes que inibem os efeitos

antiproliferativos e pro-apoptoticos do tamoxifeno (FARIDI et al., 2003).

1.7 INTERACAO ENTRE RECEPTOR DE ESTROGENIO E P53

Alguns estudos demonstraram a relacdo entre estrogénio e p53, como o estudo de Hurd
e colaboradores, que ao cultivar as células de carcinoma ductal maméario ER-positivo, T-47D,
com meio livre de estrogénio, obteve uma redugdo de 10% da expressao de p53 mutante (LI94F)
em até 5 dias. No entanto, a expressao de p53 foi restaurada apos 24h de tratamento com
estradiol (HURD et al., 1995). Consistentemente, a linhagem celular de cancer de mama MCF-
7 respondeu ao tratamento com estrogénio com um aumento nos niveis de p53 (FERNANDEZ-
CUESTA et al., 2010). Além disso, o tratamento de células MCF-7 com doxorrubicina, farmaco
que induz dano ao DNA e ativagdao de p53, resultou em um nimero menor de células em
apoptose quando tratadas com meio livre de estrogénio em comparagao com as cé¢lulas tratadas
com meio contendo estrogénio (FERNANDEZ-CUESTA et al., 2011). Também viu-se que o
knockdown de ERa dessensibiliza, enquanto a superexpressdo de ERa sensibiliza as células
MCF-7 a supressao do crescimento induzida por danos de DNA de uma maneira dependente de
p53 (BERGER, C. E. et al., 2012). Juntos, estes estudos sugerem que a via do receptor de
estrogénio esta relacionada com a regulagdo de p53, bem como na ativacao de p53 induzida por

dano ao DNA.
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ERa e p53 se ligam diretamente e embora ERa se ligue a p53 numa regido importante
para a interacdo entre p5S3 ¢ MDM2, um importante inibidor de p53, quando MDM2 se liga
nesse complexo p53-ERa, tem menor capacidade de regular negativamente p53 na presenca de
ERa, sugerindo que ERa tem efeito protetor sobre p53 (LIU; SCHWARTZ; BROOKS, 2000).
Sendo assim, ERa pode bloquear a inibicdo de p53 induzida por MDM?2, ativando o supressor
de tumor e promovendo a apoptose das células de cancer (BERGER, C.; QIAN; CHEN, 2013).
No cancer de mama, observou-se uma relacao entre p53 e ERa, onde o cancer de mama ER-
positivo apresentava p53 do tipo selvagem, enquanto o cancer de mama ER-negativo

apresentava mais p53 do tipo mutante (LONNING et al., 2007).

1.8 SINALIZACAO DE P53

A p53 ¢ formada por 393 aminoacidos e contém 7 dominios funcionais (HAYMAN et
al., 2019). Um dominio de transativacdo amino-terminal (TAD) que pode ser subdivido em
TAD1 e TAD2, responsaveis pela ativacdo da transcricdo génica (CHANG et al., 1995).
Seguido por uma regido rica em prolina (PRR), que contribui para a apoptose mediada por p53
(ZHU et al., 2000). Além disso, também ¢ formada pelo dominio de ligagdo do DNA, que
desempenha um papel fundamental na ligacdo a sequéncias especificas de DNA (PAVLETICH;
CHAMBERS; PABO, 1993) e pelo dominio de tetramerizacdo (OD), envolvido na formacgao
do tetramero p53 (FRIEDMAN et al., 1993). Estes sdo conectados por uma regido de ligagao
flexivel, seguido pelo dominio regulatorio no terminal carboxila (CTD) (JOERGER; FERSHT,
2010) (Figura 58).

Figura 58 — Estrutura da proteina p53
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Fonte: Adaptado de Joerger e Fersht (2010). As barras verticais representam as frequéncias relativas das mutagoes
do tipo missense no cancer humano, disponiveis no banco de dados de muta¢des de TP53 da IARC, demonstrando

que a maior parte das mutagdes estdo localizadas no dominio de ligagdo do DNA.

Como resposta do dano no DNA, o WTp53 impede a replicagdo celular até que o dano
seja reparado, evitando assim a proliferacdo de células mutadas e aquisi¢do de um fendtipo de
cancer (MAREI et al., 2021). As proteinas ataxia-telangiectasia mutada (ATM) e ataxia
telangiectasia Rad-3 relacionada (ATR) fosforilam alguns substratos, como a caseina quinase
(CHK1) e checkpoint quinase 2 (CHK2) e p53 para aumentar a estabilidade de p53 e regular a
viabilidade de cé¢lulas cancerigenas, regulando vias bioquimicas que levam a parada do ciclo
celular, reparo de DNA, senescéncia e morte (DAHL; AIRD, 2017). Ja em condi¢des onde ndo
ocorre dano no DNA, a p53 é expressa em niveis mais baixos ¢ mantida em um estado
estacionario por reguladores negativos como a proteina MDM2, que atua em um ciclo de
feedback negativo com a p53 para manter os seus niveis baixos em condi¢des normais

(FUKUDA et al., 2017) (Figura 59).

Figura 59 — Sinalizagdo de p53
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1.9 MUTACOES DE P53

O TP53 ¢ o gene mais frequentemente mutado nos canceres humanos (KOBOLDT et
al., 2012) e suas mutagdes ocorrem principalmente no dominio de ligacdo a DNA, tornando a
proteina p53 mutante inativa e, consequentemente, ndo responsiva ao estresse. Sendo assim, a
atividade de p53 do tipo selvagem (WTp53) geralmente confere um progndstico favoravel ao
paciente (KASTENHUBER; LOWE, 2017).

No entanto, considerando que a mutacao de TP53 ocorre em mais da metade de todos
os canceres humanos e que a maioria dos tratamentos citotdxicos utilizados sdo através da
ativacdo da via de p53, ativar esta via provavelmente ndo serd eficaz, uma vez que ela estara
disfuncional ou ndo estara funcionando corretamente (REINHARDT et al., 2020).

No cancer de mama, o TP53 ¢ o gene mutado com mais frequéncia, somando quase
30% de todos os casos (KOBOLDT et al., 2012), no entanto, considerando que a p53 € uma
proteina fundamental para a manuten¢do da integridade genomica, essa porcentagem ¢ inferior
ao esperado. Isso sugere que existem outros mecanismos que desencadeiam a interrup¢do da
via de TP53 e definir esses mecanismos podera identificar novos alvos terapéuticos que podem
aumentar a eficacia de terapias que ativam essa via (AVERY-KIEJDA et al., 2014).

As mutacdes somaticas do TP53 ocorrem em quase todos os tipos de cancer e sdo mais
frequentes em estagio avancado ou em subtipos de cancer com comportamento agressivo (como
cancer de mama triplo negativo (LANGEROD et al., 2007). As mutagdes germinativas foram
associadas com a sindrome de Li-Fraumeni, sindrome rara que torna o individuo mais suscetivel
ao desenvolvimento de cancer durante a vida e de inicio precoce, incluindo o cancer de mama
(GONZALEZ et al., 2009). Além disso, mais de 80 polimorfismos de TP53 foram identificados
e validados em populagdes humanas, sendo que 90% destes estdo localizados em introns, fora
dos locais de splicing ou em éxons ndo codificantes (OLIVIER; HOLLSTEIN; HAINAUT,
2010).

1.10 REATIVACAO DE P53
Em estudo realizado em camundongos, viu-se que na auséncia de p53, os tumores se

desenvolvem, bem como a perda da sua funcdo € necessaria para a manutencao dos tumores

(MARTINS; BROWN-SWIGART; EVAN, 2006). Em contrapartida, outro estudo demonstrou
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que a reconstituicao de p53 resulta na regressdo do tumor, sendo assim, a restauracdo da fungao
de p53 em tumores pode ser uma estratégia para o tratamento do cancer (XUE et al., 2007).

A introdugdo de adenovirus recombinante contendo pS3 demonstrou ser uma estratégia
terapéutica eficaz para o tratamento de cancer em pacientes, como a exemplo dos fAirmacos
Advexin e Gencidine (LI, Y. et al., 2021). Tém-se ainda estudado outras formas de reativacao
da fungao de p53, uma delas ¢ inibindo a fungdo de MDM2, que € o principal regulador negativo
de p53 (HOE; VERMA; LANE, 2014). Alguns compostos tém sido avaliados com o objetivo
de inibir a fungdo de MDM?2, dentre eles, encontra-se a Nutlin-3, que ¢ um antagonista de
MDM2 (YEE-LIN; POOI-FONG; SOO-BENG, 2017), MI-219, inibidor seletivo ¢ oralmente
ativo da interagdo MDM2-p53 (SHANGARY et al.,2008) e MI-319, outro inibidor da interagao
MDM2-p53 que apresenta uma maior afinidade de ligagdo a MDM2 que o MI-219
(MOHAMMAD et al., 2009).

1.11 ISOFORMAS DE P53

Até o momento, foram encontradas 13 isoformas da p53: p53a (também denominado
p53 de comprimento total ou FLp53), p53B, pS53y, pS3¥, A40p53a, A40pS3p, A40p53y,
A133p53a, A133p53B, A133pS3y, A160p53a, A160pS3B e A160pS3y. A expressdo destas
isoformas mostrou-se alterada em varios canceres humanos (Figura 60) (JORUIZ; BOURDON,
2015).

Figura 60 — Isoformas de p53
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Fonte: Adaptado de Zhao e Sanyal (2022). Imagem representativa da constituicdo de TP53 humano e suas
isoformas. Os éxons marcados com numeros 1 a 11 compdem o gene TP53. Este gene possui duas regides
promotoras, P1 e P2, que produzem transcritos de diferentes comprimentos para expressao de diferentes isoformas
de p53. Esses transcritos sdo gerados por splicing alternativo dos introns (representado por i2) e iniciagdo
alternativa da traducdo. Os cédons de parada presentes em i2 ¢ no éxon 11 sdo representados por T. As isoformas
de p53 também estdo representadas na figura. A isoforma p53a possui sete componentes estruturais: dois dominios
de transativacdo (TAD-1 e TAD-2), um dominio rico em prolina (PRD), um dominio de ligacdo do DNA, uma
regido de sinalizacdo de localizacdo nuclear (NSL), um dominio de oligomerizagdo (OD) e um dominio de
regulagdo negativa (o). As isoformas A40p53, A133p53 e A160p53 possuem estrutura semelhante a p53a, no
entanto, possuem uma delegdo nos aminoacidos 40, 133 e 160, respectivamente. Seus codons inicias estdo
representados pelas setas. As isoformas p53f e p53y ndo possuem os dominios OD ¢ a, em vez disso, possuem

extensdes DQTSFQKENC e MLLDLRWCYFLINSS, respectivamente.

As principais isoformas de p53 sdo truncadas na regido N-terminal ou na regido C-
terminal com alguma altera¢do de sequéncia. Por exemplo a isoforma A40p53, por ndo possuir
os primeiros 40 aminoacidos, ndo possui o0 dominio TAD-1, porém mantém o dominio TAD-2,
o0 que possivelmente permite que se ligue a elementos responsivos tanto tipicos quanto atipicos
(VIELER; SANYAL, 2018). J& as isoformas A133p53 e A160p53, por ndo possuirem os
primeiros 133 e 160 aminoacidos respectivamente, ndo possuem os dominios TAD-1 e TAD-
2, bem como uma parte do dominio de ligacdo do DNA (HAYMAN et al., 2019). Além dessas
isoformas truncadas na regido N-terminal, a p53 possui duas outros isoformas encurtadas na
regido C-terminal (pS3P e p53y). Nessas isoformas, o dominio de oligomerizagao ¢ substituido
por um trecho de 10 e 15 aminodcidos respectivamente (MARCEL et al., 2011). Considerando
que essas isoformas possuem estruturas diferentes de FLp53, supde-se que elas exibam fungdes
alteradas em relagdo a supressao tumoral (ANBARASAN; BOURDON, 2019).

Primeiramente, foi relatado que um desequilibrio da razdo p53PB:A133p53a
impulsionou a evoluc¢ao de adenoma colorretal para carcinoma (FUJITA et al.,2010). Também,
a alta expressdao de p53PB foi positivamente associada a sobrevida livre de recorréncia e a
sobrevida global em pacientes com carcinoma de células renais (ZHANG, H. et al., 2018). Da
mesma forma, altos niveis de expressdo de A133p53 foram correlacionados com melhor
sobrevida global em pacientes com cancer de ovario (BISCHOF et al., 2019). Viu-se que uma
baixa razdo A40p53:p53 esta também associada ao aumento da sobrevida livre de doenga no
cancer de mama (ZHANG, X. et al., 2022), por outro lado, a superexpressao de A40p53 exerce

atividade supressora do tumor, aumentando a expressdo de genes alvo de p53 no carcinoma
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hepatocelular (OTA et al., 2017). Portanto, as isoformas p53, especialmente as com
truncamento N-terminal (A40p53, A133p53 e A160p53) desempenham um papel critico na
tumorigénese ¢ podem ser potenciais biomarcadores de alvos terapéuticos (VIELER;

SANYAL, 2018).

1.11.1 Isoforma A40p53

As isoformas de p53 truncadas na regido N-terminal, como a A40p53, ndo possuem o
dominio TAD de forma parcial ou total e, portanto, podem escapar da degradagdo proteica
induzida por MDM2 (HAFSI et al., 2013). Um estudo demonstrou que a isoforma A40p53 pode
interferir a ligacdo p53-MDM2, e consequentemente proteger a p53 da degradagdao mediada por
MDM?2 (REINHARDT et al., 2020). No cancer de ovario mucinoso, viu-se que a alta expressao
de A40p53 pode ser um marcador prognéstico para sobrevida livre de recorréncia
(HOFSTETTER et al., 2012), bem como no carcinoma hepatocelular, a alta expressdo de
A40p53 inibe o crescimento de células tumorais e a senescéncia celular (OTA et al., 2017).

No entanto, A40p53 também pode alterar a expressdo de pS3 de maneira negativa,
promovendo a progressdao do cancer. No carcinoma endometrial, a isoforma A40p53 foi
identificada como fator importante na modificacdo das propriedades de agregacdo da p53, que
foi associada com a progressao tumoral (DOS SANTOS et al., 2019). Também, a alta expressao
de A40p53 foi associada com melanoma metastatico e cancer de mama triplo-negativo
(AVERY-KIEJDA et al., 2008, 2014).

Além dos niveis de expressao dessa isoforma, a propor¢do adequada entre A40p53-
p53 pode ser importante para suprimir o cancer (REINHARDT et al., 2020). No cancer de
mama, uma alta razdo A40p53:p53 esta associada a piores desfechos, bem como pior sobrevida
livre de doenca. Além disso, a isoforma A40p53 foi a mais altamente expressa neste tipo de
cancer (AVERY-KIEJDA et al., 2014; MORTEN et al., 2016). Outro estudo também
demonstrou que essa isoforma foi a mais abundantemente expressa em todos os tipos de cancer
analisados, enquanto as outras isoformas encontravam-se em niveis muito menores,
demonstrando o seu importante papel no desenvolvimento e progressao do cancer (MEHTA et

al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Compreender a relagao entre A40p53, p53 e sinalizagao de estrogénio em resposta ao

tratamento com tamoxifeno no cancer de mama.

2.1.1 Objetivos especificos

- Analisar o efeito da superexpressdo de A40p53 no tratamento com tamoxifeno em
células de cancer de mama;

- Investigar o efeito do knockdown de A40p53 e pS3a em resposta ao tratamento com

estrogénio e/ou tamoxifeno em células de cancer de mama.



143

3METODOLOGIA

3.1 CULTURA CELULAR

Para este capitulo do estudo, foi utilizada a linhagem celular de adenocarcinoma
mamario humano MCF7 (HTB-22, ATCC). A MCF7 ¢ uma linhagem de células epiteliais de
adenocarcinoma mamario humano que foi isolada da glandula mamaria de uma mulher branca
de 69 anos e expressa o receptor de estrogénio. Essa linhagem celular parental foi gentilmente
cedida pela Professora Christine Clarke (Westmead Millennium, Universidade de Sydney,
Australia). A sublinhagem MCF7 resistente a tamoxifeno (TAMR) foi gentilmente cedida pela
Professora Liz Caldon (Universidade de Nova Gales do Sul, Australia). A sublinhagem MCF7
resistente a fulvestranto e em privagdo de estrogénio a longo prazo (LTED) foi gentilmente
cedida pela Doutora Julia Gee (Universidade de Cardiff, Reino Unido).

Também foi utilizada a linhagem celular de carcinoma ductal mamario humano ZR-
75-1 (CRL-1500, ATCC). A ZR-75-1 ¢ uma linhagem celular epitelial que foi isolada do tecido
da glandula mamaria de uma paciente branca de 63 anos com carcinoma ductal e também
expressa receptor de estrogénio. Essa linhagem celular foi gentilmente cedida pela Doutora

Judith Weidenhofer (Universidade de Newcastle, Australia).

3.1.1 Meio de cultura

Todas as linhagens celulares foram cultivadas em garrafas plasticas para cultura
celular ¢ mantidas em estufa umidificada a 37°C, em atmosfera de 5% de dioxido de carbono
(CO»).

A linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano MCF7 parental foi cultivada
em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) livre de fenol, suplementada com 2 mM de
L-glutamina, 5% de charcoal stripped fetal bovine serum (csFBS) e 10 nM de 17B-Estradiol
(E2). No meio de cultura da sublinhagem MCF7 TAMR foi acrescido 500 nM de 4-OH-
tamoxifeno (TAM). A sublinhagem MCF7 LTED foi cultivada em meio RPMI livre de fenol,
suplementada com 5% de csFBS inativado, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina. Para as linhagens MCF7 pds knockdown de A40p53 a p53, o meio foi

suplementado com 1 pg/mL de puromicina.
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A linhagem celular de carcinoma ductal mamario humano ZR-75-1 knockdown de
A40p53 a p53 e a linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano MCF7
superexpressando A40p53 foram cultivadas em meio DMEM livre de fenol, acrescido de 2mM

de L-glutamina, 10% de FBS, 2 pg/mL de insulina e 1 pg/mL de puromicina.

3.2 SUPEREXPRESSAO DE A40P53

As células MCF-7 que superexpressam de forma estavel A40p53 foram previamente
geradas através de um vetor lentiviral (LeGO) contendo A40p53, bem como um controle com

vetor vazio, como descrito por Zhang e colaboradores (ZHANG, X. et al., 2022).

3.3 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA

Para visualizar a expressdo de proteinas através de anticorpos marcados com
fluorescéncia, foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia. Ao atingir a confluéncia, as células
MCF7 superexpressando A40p53 e a MCF7 LeGO (com o vetor vazio, utilizada como controle)
foram contadas utilizando o contador de células automatizado Countess II FL (Thermo Fisher
Scientific, North Ryde, NSW, Australia) e Trypan Blue (Sigma-Aldrich, Castle Hill, NSW,
Australia) e plaqueadas numa densidade de 10.000 células por pogo em placa de 96 pocos e
mantidas em incubadora para posterior tratamento. Apos 24h do plaqueamento, as células foram
tratadas apenas com meio de cultura contendo 1 pg/mL puromicina (controle) ou meio de
cultura contendo 1 pg/mL puromicina e 1 uM de TAM. Apos 24h do tratamento, as células
foram fixadas utilizando solu¢do a 3,7% de paraformaldeido. Para realizar a analise, as células
fixadas foram lisadas utilizando Triton X-100 e entdo adicionada a solugao de bloqueio por 30
minutos. Posteriormente, foi adicionado o corante DAPI nos pogos e apds a lavagem foram
adicionados os respectivos anticorpos em cada pogo. Foram utilizados os anticorpos anti-ER,
p21, pS2 e Ki67, bem como anticorpos anti-rabbit e anti-mouse. A luminescéncia foi lida
utilizando o equipamento Biotek Cytation 3. O ensaio foi realizado em triplicata em 3 dias

consecutivos.
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3.4 KNOCKDOWN DE A40P53 E P53

Os short-hairpin RNAs (shRNAs) foram previamente gerados para modificar a
expressdo das isoformas A40p53a/B/y (shl) e de todas as outras isoformas de p53 (sh3) na
linhagem celular ZR-75-1. Durante este trabalho, também foram geradas as sublinhagens com
expressao de A40p53 e p53 modificadas de MCF7 resistentes a tamoxifeno e ao fulvestranto.
As células knockdown estaveis foram desenvolvidas a partir do desenvolvimento de shRNAs
que atingissem A40p53 e p53 e posteriormente a insercdo dessas sequéncias em vetores
pLKO.1-puro-CMV-tGFP (MISSION® Lentiviral Transduction Particles, Sigma-Aldrich). As
sequéncias estdo descritas na Tabela 10. Além disso, um controle ndo-alvo disponivel

comercialmente também foi transduzido como controle negativo.

Tabela 10. Sequéncias de shRNAs

Sublinhagem Sequéncia (5’ - 3°)
shl (knockdown de A40p53) AGACCTGTGGGAAGCGAAA
sh3 (knockdown de p53) GAAACTACTTCCTGAAAAC

shNT (controle nao-alvo)

Fonte: a autora.

Para isso, as células foram cultivadas em uma densidade de 150.000 células por pogo
em placas de 6 pocos até atingirem cerca de 50% de confluéncia. Apo6s, foi adicionado meio de
cultura contendo concentragdes otimizadas das particulas lentivirais transdutoras e acrescido de
8 ng/mL de Hexadimetrina (Sigma-Aldrich, H9268), responsavel por aumentar a eficiéncia da
transducdo, por 24 a 48h enquanto era realizada a avaliacao das particulas de fluorescéncia
verde (GFP). Quando as células se encontraram positivas para GFP, o meio de cultura foi
trocado e suplementado com 1 pg/mL de puromicina para selecionar as células transduzidas.
As células foram mantidas nesse meio, realizando a troca de meio a cada 48h até que cerca de
80% das células fossem positivas para GFP. Ao atingir a confluéncia, as células foram
tripsinizadas e mantidas em garrafas plasticas para cultura celular. Ao atingirem a confluéncia,
foram novamente plaqueadas em placas de 6 pogos para validagdo da transdugdo a partir da
analise de proteinas por Western blot (WB) e de genes por PCR em tempo real semiquantitativo

(RT-PCR).
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3.5 ENSAIO DE CONFLUENCIA

Para avaliar o crescimento celular frente a diferentes tratamentos, foi realizado o
ensaio de confluéncia. Ao atingir a confluéncia, as células foram contadas utilizando o contador
de células automatizado Countess II FL (Thermo Fisher Scientific, North Ryde, NSW,
Australia) e Trypan Blue (Sigma-Aldrich, Castle Hill, NSW, Australia) e plaqueadas numa
densidade de 20.000 células por poco em placa de 96 pogos e mantidas em incubadora para
posterior tratamento. Apo6s 24h do plaqueamento, a linhagem celular MCF7 resistente a
tamoxifeno e a parental foram primeiramente tratadas para checar a resisténcia ao firmaco. Para
isso, foi utilizado meio de cultura contendo 5% de csFBS e 10 nM de E2 como controle e
acrescido de 1 uM de TAM como tratamento. Apds o tratamento, as placas foram armazenadas
no gerador de imagens de células IncuCyte™ ZOOM (Essen Bioscience, Ann Arbor, MI, USA)
durante 4 dias onde foram geradas imagens e dados de porcentagem de confluéncia a cada 6h.

Da mesma forma, as células MCF7 parental e resistentes a tamoxifeno foram
plaqueadas ¢ tratadas em diferentes condi¢des, sendo a condigdo 1 com meio de cultura
contendo 5% de csFBS e 10 nM de E2 como controle (para a sublinhagem parental) e 5% de
csFBS, 10 nM de E2 e 500 nM de TAM como controle (para a sublinhagem resistente a
tamoxifeno), a condi¢do 2 com meio de cultura contendo 5% de csFBS e 1 uM de TAM, a
condi¢do 3 com meio de cultura contendo 5% de csFBS (para a sublinhagem parental) e 5% de
csFBS e 500 nM de TAM (para a sublinhagem resistente a tamoxifeno) e a condi¢dao 4 meio de
cultura contendo 5% de csFBS, 10 pM de E2 e 1 uM de TAM.

Para a linhagem ZR-75-1 também foi realizado o ensaio de confluéncia seguindo o
mesmo protocolo, com os seguintes tratamentos: tratamento 1 contendo o meio de cultura
previamente descrito para esta linhagem como controle, tratamento 2 contendo meio de cultura
suplementado com csFBS, tratamento 3 contendo meio de cultura suplementado com csFBS e
10 pM de E2, tratamento 4 contendo meio de cultura acrescido de 0,1 uM de TAM, tratamento
5 contendo meio de cultura acrescido de 0,5 uM de TAM e tratamento 6 contendo meio de
cultura acrescido de 1 uM de TAM.

Seguindo o mesmo protocolo utilizado para as outras c€lulas, foi realizado o ensaio de
confluéncia com as células MCF7 TAMR e LTED knockdown de A40p53 e p53, apos a sua
transducdo. Para isso foram utilizadas as seguintes condi¢des: condi¢do 1 contendo o meio de

cultura previamente descrito para esta linhagem como controle, condi¢dao 2 contendo meio de
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cultura suplementado com csFBS, condi¢do 3 contendo meio de cultura suplementado com
csFBS e 10 pM de E2, condi¢dao 4 contendo meio de cultura acrescido de 1 uM de TAM,
condi¢do 5 contendo meio de cultura acrescido de 10 uM de Nutlin-3 + 1 uM de TAM e
condic¢do 6 contendo meio de cultura acrescido de 100 nM de Fulvestranto. Todos os ensaios

foram realizados em triplicata em 3 dias consecutivos.

3.6 ENSAIO DE VIABILIDADE

Para avaliar a viabilidade celular frente ao tratamento com tamoxifeno, foi realizado o
ensaio de viabilidade. Para isso, utilizou-se as placas contendo células ZR-75-1 tratadas com
diferentes concentragdes de TAM apos os 4 dias de ensaio de confluéncia. Foi também
realizado ensaio de viabilidade com as células MCF7 TAMR e LTED transduzidas, apds os 4
dias de ensaio de confluéncia. Para isso, foi utilizado o reagente Cell Titer Glo® 2.0 (Promega,
(G9241) e o experimento foi conduzido seguindo as intru¢des do fabricante. Primeiramente,
esperou-se que a placa e o reagente atingissem a temperatura ambiente e todo o experimento
foi realizado no escuro devido a fotossensibilidade do reagente. Foi adicionado 100 pL do
reagente em cada pogo contendo 100 pLL de meio e a placa foi agitada por 2 minutos no shaker.
Apos, manteve-se a placa durante 10 minutos em temperatura ambiente e a luminescéncia foi
lida utilizando o equipamento BioTek Cytation 3. O ensaio foi realizado em triplicata em 3 dias

consecutivos.

3.7 WESTERN BLOT

Para analise de expressdo de proteinas, foi utilizado o ensaio de Western blot. Para
1sso, a linhagem celular MCF7 e a ZR-75-1 foram plaqueadas em placas de 6 pogos numa
densidade de 500.000 células por pogo. Apds 24h do plaqueamento, as células MCF7 parental
e resistentes a tamoxifeno foram tratadas com meio de cultura contendo 5% de csFBS e 10nM
de E2 como controle e acrescidos de 1 uM TAM ou 1 uM doxorrubicina (DOX) como
tratamento. A doxorrubicina foi utilizada com o intuito de visualizar melhor as bandas, uma
vez que o tratamento com doxorrubicina tende a aumentar a expressao de p53. Também foi
realizado o ensaio de Western blot para confirmar se o knockdown de A40p53 e p53 das células

MCF7 TAMR e LTED foi efetivo. Para isso, as células foram plaqueadas da mesma maneira
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descrita anteriormente e 24h apos plaqueamento, as células foram tratadas com meio de cultura
normal ou 1 uM de DOX. O ensaio foi realizado conforme descrito anteriormente (ZHANG,
X. D. et al., 2001). Resumidamente, 40 ug de extrato de proteinas das amostras bem como o
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ foram adicionados em géis SDS-PAGE e transferidos
para membrana de nitrocelulose. Apos, as membranas foram bloqueadas utilizando Odyssey-
PBS Blocking Buffer (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA) e entdo foi adicionado o
anticorpo policlonal priméario CM-1 (Rabbit anti-Human) para detectar p53 e suas isoformas e
posteriormente o anticorpo secundario (Goat anti-Rabbit IgG). Como controle endogeno foi
utilizado o anticorpo primario GAPDH (Mouse anti-Human) e o anticorpo secundario (Donkey
anti-Mouse IgG). Os blots foram entdo visualizados utilizando o gerador de imagem
fluorescente Odyssey CLx (LI-COR Biosciences) e quantificados usando o software Image

Studio Lite v4.0 (LI-COR Biosciences).

3.8 RT-PCR

3.8.1 Extracio e quantificacdo de RNA

Primeiramente as células MCF7 TAMR e LTED ja transduzidas foram plaqueadas em
placas de 6 pogos numa densidade de 5x10°células/mL. Apds 24h, as células foram tratadas
com meio adequado e 24h ap6s o tratamento, o meio foi removido para realizar a extracao de
RNA. Para isso, foram adicionados 600 pL. de TRIzol (Life Technologies) e a solug¢do foi
incubada durante 5 minutos para permitir a completa dissociagdo do complexo de
nucleoproteinas. Posteriormente, foram adicionados 200uL de cloroféormio e a solugdo foi
incubada e centrifugada para permitir a separacao de 3 fases: uma inferior vermelha de fenol
vermelho e cloroférmio, uma interfase branca e a fase aquosa superior incolor. A fase aquosa
foi entdo transferida para outro eppendorf e acrescida de 450 pL de isopropanol, incubada e
centrifugada novamente. Apods, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA manteve-
se como um pellet branco no fundo do tubo. O pellet foi ressuspendido em 750 pL de etanol
75% e centrifugado. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi mantido no
eppendorf aberto dentro da capela até completa evaporacdo do etanol. Apds, o pellet foi
novamente ressuspendido em 40 pL de dgua livre de RNase e incubado a 55°C por 10 minutos.

O RNA foi entdo quantificado utilizando o kit Qubit RNA de amplo intervalo (Life
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Technologies) de acordo com as instrugdes do fabricante. Este ensaio permite determinar a
concentragdo de RNA em uma amostra pois utiliza corantes fluorescentes que se ligam
seletivamente ao RNA e emitem um sinal lido pelo fluordmetro. O rendimento do RNA foi

entdo quantificado utilizando o Fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technologies).

3.8.2 Transcricido reversa

Para andlise da expressao génica, o RNA previamente isolado foi transcrito
reversamente em DNA complementar (cDNA). Para isso, foi utilizado o kit de transcrigao
reversa de cDNA de alta capacidade com inibidor de RNase (Life Technologies) de acordo com
as instrucdes do fabricante e também dois controles, um que nao continha RNA ¢ outro que nao
continha MultiScribe® Transcriptase Reversa. A amostra com menor concentracdo de RNA foi
utilizada para determinar o volume de entrada de RNA para transcri¢do reversa. Para isso,
utilizou-se 10 pL. da amostra de concentragcao mais baixa de RNA.

Os restantes das amostras foram diluidas em agua livre de nuclease para atingir esta
mesma concentragdo e um volume final total de 10uL utilizando a seguinte féormula:

Volume da amostra = Concentracdo mais baixa x 10

Concentra¢ao da amostra
A transcri¢do reversa foi realizada em um termociclador GeneAmp® PCR system

9700 (Applied Biosystems).

3.8.3 RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real quantitativa foi realizada para
avaliar o sucesso da transducao a nivel de mRNA nas células MCF7 TAMR e LTED através da
analise da expressao de A40p53 e p53.

Apos a transcri¢ao reversa do RNA, a andlise de RT-PCR foi realizada em triplicata
utilizando TagMan® Universal PCR mix (Life Technologies) de acordo com as instrugdes do
fabricante e o resultado foi quantificado pelo equipamento QuantStudio 7 Pro RT-PCR
(Applied Biosystems™). Os primers utilizados foram A40p53, previamente descrito por Avery-
Kiejda e colaboradores (AVERY-KIEJDA et al., 2014), TP53 (Hs01034249 m1) e a proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (Hs02786624 g1) foi utilizada como controle
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endogeno, visto que sua expressao nas células € relativamente estavel em resposta a tratamento

e/ou fatores externos. A expressio relativa foi calculada utilizando o método 2724,

3.9 CULTURA TRIDIMENSIONAL

Culturas de células tridimensionais (3D) sao amplamente utilizadas em investigagdes
de células cancerigenas, interagdes intracelulares e diferenciagao celular, avaliagdo de
toxicidade de substancias e eficacia de farmacos e, portanto, mostram-se promissoras em
preencher a lacuna entre cultura 2D e experimentos in vivo (BIALKOWSKA et al., 2020).
Portanto, os ensaios realizados na linhagem celular ZR75-1 foram posteriormente confirmados
com a cultura 3D. Para isso, as células ZR75-1 controle nao-alvo (shNT), knockdown de
A40p53 (shl) e knockdown de p53 (sh3) foram plaqueadas numa densidade de 4x10* células/mL
em placas de 96 pogos de ultrabaixa adesdo, permitindo que as células crescam sem se fixar as
laterais dos pocos e a formacdo dos esferdides. Previamente a contagem celular, as células
foram filtradas em filtro de 40 um para produzir uma suspensdo de células tinicas. As placas
foram entdo centrifugadas a 125 rpm durante 5 minutos e colocadas na incubadora a 37°C com
5% de CO» durante 48 horas. Apds 48 horas foram obtidas imagens dos esferoides utilizando o
leitor de microplacas multimodo Cytation 3 (BioTek, Winooski, VT, USA) e o tamanho dos

esferoides foi quantificado através do software Gen5™.

3.9.1 Tamanho dos esferoides

Apds a geracdo de imagens, os esferoides foram tratados da seguinte maneira:
tratamento 1 contendo o meio de cultura previamente descrito para esta linhagem como
controle, tratamento 2 contendo meio de cultura suplementado com csFBS, tratamento 3
contendo meio de cultura suplementado com csFBS e 10 pM de E2, tratamento 4 contendo
meio de cultura acrescido de 0,1 uM de TAM, tratamento 5 contendo meio de cultura acrescido
de 0,5 uM de TAM e tratamento 6 contendo meio de cultura acrescido de 1 uM de TAM. As
placas foram entdo armazenadas na incubadora e ap6s 7 dias foram novamente obtidas imagens,
quantificado o tamanho dos esferoides e tratadas novamente da mesma maneira. Apos 14 dias
foram apenas obtidas imagens, quantificado o tamanho dos esferoides e realizado o ensaio de

viabilidade. Os ensaios foram realizados em triplicata em 3 dias consecutivos.
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3.9.2 Viabilidade dos esferoides

Para avaliar a viabilidade dos esferoides apds os tratamentos com estradiol e
tamoxifeno, utilizaram-se as placas contendo os esferoides de ZR75-1 apo6s os 14 dias de
tratamento. Para isso, foi utilizado o reagente CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay
(Promega, G9681) e o experimento foi conduzido seguindo as instrugdes do fabricante.
Previamente a analise, a placa e o reagente foram mantidos a temperatura ambiente € o
experimento foi realizado no escuro devido a fotossensibilidade do reagente. Foram entdo
adicionados 100 pL do reagente em cada pogo contendo 100 puL. de meio de cultura com os
respectivos tratamentos. A placa foi mantida durante 5 minutos no shaker e posteriormente
durante 25 minutos em temperatura ambiente. A luminescéncia foi lida utilizando o

equipamento BioTek Cytation 3 e o ensaio foi realizado em triplicata em 3 dias consecutivos.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad Prism8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). A simetria dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os resultados foram expressos em média = desvio padrdo e as diferengas entre
os grupos foram avaliadas utilizando o teste T ou ANOVA de duas vias seguido do teste de
comparagoes multiplas de Tukey. Quando trés ou mais variaveis, as diferengas entre os grupos
foram avaliadas utilizando o teste ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparacdes
multiplas de Tukey. O nivel de significancia foi estabelecido em P < 0,05 para todas as analises,

onde *p <0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <0,0001.
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4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO DE PROTEINAS POR IMUNOFLUORESCENCIA

Para avaliar o efeito da superexpressao de A40p53 no tratamento com tamoxifeno, as
células MCF-7 foram previamente transduzidas de forma estavel para superexpressar A40p53.
A expressao do receptor de estrogénio (ER), proteina p21, Ki67 e da proteina parasporina 2
(PS2) foram avaliadas através de imunofluorescéncia apos tratamento com tamoxifeno das

células MCF-7 LeGO e superexpressando A40p53 (Figura 61).

Figura 61 — Expressdo de proteinas por imunofluorescéncia

Fonte: a autora.

Apos analise da expressao das proteinas pela intensidade da fluorescéncia, viu-se que
houve uma diminuicdo estatisticamente significativa da expressdo de ER nas células
superexpressando A40p53, tanto nas células controle quanto nas células tratadas com
tamoxifeno, enquanto os outros marcadores mantiveram expressdao similar em ambas as

linhagens (Figura 62).
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Figura 62 — Expressao relativa das proteinas.
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URF — unidade relativa de fluorescéncia. Resultados expressos em média e desvio padrdo. ANOVA de duas vias

seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. N = 9. *P<0.05. Fonte: a autora

42 CONFIRMANDO RESISTENCIA AO TAMOXIFENO

Previamente as analises utilizando a linhagem celular MCF-7 resistente a tamoxifeno
(TAMR), foi realizado ensaio de confluéncia para confirmar a resisténcia ao tamoxifeno. Para
isso, as células MCF-7 parental e as células MCF-7 TAMR foram tratadas com 1uM de
tamoxifeno. Apods quatro dias, viu-se que as células MCF-7 parental tratadas com tamoxifeno
apresentaram menor crescimento celular em comparagdo com as células MCF-7 TAMR,

confirmando resisténcia dessa linhagem ao tamoxifeno (Figura 63).
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Figura 63 - Analise confirmatdria de resisténcia ao tamoxifeno.
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Resultados expressos em média e desvio padrio. Teste T. N = 9. ****p<().0001. Fonte: a autora.

AVALIANDO RESPOSTA AO ESTROGENIO
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Para avaliar resposta da linhagem MCF-7 parental e da linhagem MCF-7 TAMR frente

a estimulo com estradiol, utilizou-se o ensaio de confluéncia com diferentes tratamentos. Apds

os quatro dias do ensaio, viu-se que a linhagem celular MCF-7 TAMR manteve o mesmo padrao

de crescimento independente dos tratamentos, enquanto a linhagem parental apresentou menor

crescimento celular quando tratada com estrogénio e/ou tamoxifeno (Figura 64).

Confluéncia (%)

Figura 64 — Resposta ao estradiol
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Resultados expressos em média e desvio padrao. ANOVA de duas vias seguido do teste de comparagdes

multiplas de Tukey. N =9. **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p <(0,0001. Fonte: a autora
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44 TRANSDUCAO

ApOs a realizagdo do protocolo de transdugdo das células MCF-7 TAMR e LTED,
foram obtidas imagens para avaliagdo do GFP 24 horas, 5 dias e 7 dias ap6s transdugdo (Figura
65).

Figura 65 — GFP apds transducao.
A

A — Linhagem celular MCF-7 TAMR; B — linhagem celular MCF-7 LTED. Fonte: a autora.

44.1 RT-qPCR

Para confirmar o sucesso da transducao, foi realizado o ensaio de PCR, a fim de avaliar
a expressao de A40p53 e TP53 anivel de mRNA. Apos o ensaio, viu-se que na linhagem MCF-
7 TAMR, a expressdao de TP53 na linhagem knockdown de p53 (sh3) encontrava-se muito
inferior em relagdo ao controle (shNT). Da mesma forma a expressdo de A40p53 na linhagem

knockdown de A40p53 (sh1) também se apresentou inferior em relagdo ao controle (Figura 66).
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Figura 66 — Expressao génica apods transducao da célula MCF-7 TAMR.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. ANOVA de uma via seguido

do teste de comparagdes multiplas de Tukey. N = 9. Fonte: a autora.

Da mesma forma, a expressao de TP53 e de A40p53 também foi avaliada apos transducao da
linhagem MCF-7 LTED. Viu-se que a expressao de TP53 encontrava-se inferior ao controle na
linhagem knockdown de p53, bem como a expressao de A40p53 encontrava-se inferior ao

controle na linhagem knockdown de A40p53 (Figura 67).

Figura 67 — Expressdo génica apos transdugado da célula MCF-7 LTED.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. ANOVA de uma via seguido

do teste de comparagdes multiplas de Tukey. N = 9. Fonte: a autora.
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4.4.2 Western Blot

Também como confirmac¢do do sucesso da transdugdo, foi realizado o ensaio de
western blot, para avaliar a expressdo de p53 e A40p53 a nivel proteico apds o nocaute. Foi
possivel visualizar as bandas da p53 em aproximadamente 51-53kDa, da A40p53 em
aproximadamente 45kDa e do controle endogeno GAPDH em aproximadamente 36kDa (Figura
68). Apos a transducdo das células MCF-7 TAMR, viu-se que a expressao de p53 nas células
sh3 foi muito inferior em relagdo ao controle, no entanto, a expressao de A40p53 se manteve

aumentada nas células sh1 mesmo apds o nocaute (Figura 69).

Figura 68 — Western blot apos transducdo da célula MCF-7 TAMR.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. DOX - 1 uM de

doxorrubicina. N = 9. Fonte: a autora.

Figura 69 — Expressao proteica apds transducgdo da célula MCF-7 TAMR.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. ANOVA de uma via seguido

do teste de comparagdes multiplas de Tukey. N = 9. Fonte: a autora.

Da mesma forma, a expressdo proteica de p53 e A40p53 na célula MCF-7 LTED
também foi avaliada (Figura 70), resultando em expressdo diminuida de p53 nas células sh3,

no entanto, nas c€lulas knockdown de A40p53, a expressao da proteina se manteve aumentada

(Figura 71).

Figura 70 — Western blot apds transducao da célula MCF-7 LTED
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. DOX - 1 uM de

doxorrubicina. N = 9. Fonte: a autora.

Figura 71 - Expressao proteica ap6s transdugdo da célula MCF-7 LTED
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shNT — controle ndo-alvo; sh1 — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. ANOVA de uma via seguido

do teste de comparagdes multiplas de Tukey. N = 9. Fonte: a autora.
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4.4.3 Avaliando resposta das células transduzidas

Para avaliar a resposta das novas células MCF-7 TAMR e LTED transduzidas frente
a diferentes tratamentos, foi realizado o ensaio de confluéncia, seguido de ensaio de viabilidade.
As células MCF-7 TAMR transduzidas apresentaram uma diminui¢do da confluéncia
quando tratadas com tamoxifeno ou estradiol, tanto para as células knockdown de p53 quanto

para as células knockdown de A40p53 (Figura 72).

Figura 72 - Confluéncia apds transducao da célula MCF-7 TAMR.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N =9. Fonte: a

autora.

Da mesma forma, a viabilidade das cé¢lulas MCF-7 TAMR shl diminuiu em relag¢ao
ao controle ndo alvo quando tratada com tamoxifeno, bem como a viabilidade das células shl

e sh3 quando tratadas com estradiol (Figura 73).
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Figura 73 - Viabilidade apds transducao da célula MCF-7 TAMR.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N =9. Fonte: a

autora.

Da mesma maneira, as células MCF-7 LTED apresentaram uma diminui¢do da

confluéncia quando tratadas com tamoxifeno ou estradiol, tanto para as células knockdown de

p53 quanto para as células knockdown de A40p53 (Figura 74).

Figura 74 - Confluéncia ap6s transdugdo da célula MCF-7 LTED.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N = 9. Fonte: a

autora.
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No entanto, o ensaio de viabilidade apresentou um diferente resultado, onde as células

shl e sh3 tratadas com tamoxifeno apresentaram maior viabilidade quando comparadas ao

controle nao alvo. Entre as células tratadas com estradiol, nao houve diferenca estatisticamente

significativa (Figura 75).

Figura 75 - Viabilidade apds transducao da célula MCF-7 LTED.
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4.5 AVALIANDO RESPOSTA AO TAMOXIFENO E ESTROGENIO

Para avaliar a resposta das células ZR75-1 frente a diferentes tratamentos, foi realizado

o ensaio de confluéncia, seguido de ensaio de viabilidade.

As células ZR75-1 shNT, shl e sh3 apresentaram pouca variagao tanto no ensaio de

confluéncia (Figura 76) quanto no de viabilidade (Figura 77) tratadas com tamoxifeno e

estradiol. Sendo a unica diferenga estatisticamente significativa, o aumento de confluéncia e de

viabilidade das células sh1 tratadas com tamoxifeno.
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Figura 76 — Ensaio de confluéncia ZR75-1.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N =9. Fonte: a

autora.

Figura 77 — Ensaio de viabilidade ZR75-1.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N =9. Fonte: a

autora.

4.5.1 Esferoides

Como forma de confirmar os resultados obtidos com a cultura 2D das células ZR75-1,

foram realizados ensaios utilizando os mesmos tratamentos com a cultura 3D. Foram obtidas
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imagens nos dias 0 (sem tratamento), dia 7 (7 dias ap6s o tratamento) e dia 14 (14 dias apds o

tratamento) (Figura 78).

Figura 78 — Cultura 3D ZR75-1.
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Dia 14
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. N =9. Fonte: a autora.

Apo6s os 14 dias de tratamento dos esferoides, foi avaliado o tamanho dos esferoides
frente aos tratamentos com tamoxifeno e estradiol em relagdo ao controle nao alvo (Figura 79).
Observou-se um aumento no tamanho dos esferoides knockdown de p53 (sh3) tratados com

estradiol quando comparados ao controle nao alvo (shNT).

Figura 79 — Tamanho dos esferoides ZR75-1.
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N =9. Fonte: a

autora.

Também, avaliou-se a viabilidade dos esferoides apds os 14 dias de tratamento (Figura

80). Observou-se uma diminuicao da viabilidade dos esferoides shl e sh3 quando tratados com
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tamoxifeno em relagdo ao controle nao alvo, bem como aumento da viabilidade nos esferoides

knockdown de A40p53 quando tratados com estradiol em relagdo ao controle nao alvo.

Figura 80 — Viabilidade dos esferoides ZR75-1
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shNT — controle ndo-alvo; shl — knockdown de A40p53; sh3 — knockdown de p53. Teste T. N =9. Fonte: a

autora.



166

5 DISCUSSAO

Sabe-se que as vias de sinalizacdo de ERa e p53 estdo interligadas no cancer de mama
e que podem afetar a expressdo e a atividade transcricional um do outro, impactando
diretamente no crescimento do cancer. Apesar de as isoformas de p53 ja serem conhecidas ha
mais de uma década, a sua relacdo com o cancer ainda nao ¢ totalmente elucidada. Desta
maneira, t€ém-se tentado demonstrar que a isoforma A40p53 pode desempenhar um papel critico
na modulagdo do eixo pS3/ERa no cancer de mama através de linhagens de cancer de mama
ERa positivas.

Resultados prévios ao presente trabalho, realizados pelo grupo de pesquisa da Dra.
Kelly, demonstraram que hd uma correlagdo entre a expressao de A40p53 e ERa, seus genes-
alvo e o marcador de proliferagdo Ki67 em tumores de mama ERa-positivos, o que levou a se
pensar que a isoforma A40p53 poderia modular a expressao e sinalizagdo de ERa. Quando foi
realizado o nocaute de A40p53 em células MCF-7, observou-se um aumento da expressao basal
de ERa e seus genes alvo PR e pS2 e, apds tratamento com estradiol, a expressdao desses genes
diminuiu. No entanto, esses efeitos eram dependentes da linhagem celular, visto que ao utilizar
a linhagem ZR75-1, ndo foi observada a mesma diferenca (MORTEN, 2016).

Também se levantou a hipotese de que A40p53 interfere na sinalizagdo do ERa
mediada por p53, promovendo resisténcia a terapias anti-hormonais. As células MCF-7 tratadas
com tamoxifeno tiveram uma expressao da proteina p53 diminuida em relagao ao controle, no
entanto, a expressdao da proteina A40p53 manteve-se inalterada, sugerindo que essa isoforma
poderia estar envolvida na sinalizagdo desregulada de p53-ERa em células de cancer de mama
MCF-7. A nivel de gene, células MCF-7 que superexpressavam A40p53 tiveram uma expressao
de ERa menor em relagdo ao controle, no entanto esse resultado ndo mudou mesmo apos o
tratamento com tamoxifeno. Considerando que ERa € um alvo para o crescimento induzido por
estrogénio no cancer de mama ER+, as células que superexpressam A40p53 também nao
proliferavam mais em resposta ao estradiol, pode-se pressupor entdo que a alta expressao de
A40p53 causa perda da funcao de p53, que ¢ um mediador critico da expressao de ERa,
causando negatividade de ERa. Essa expressdao diminuida de ERa pode ser responséavel pela
sensibilidade reduzida ao tamoxifeno em células de cancer de mama ER+ (GREER, 2022).

Neste trabalho, viu-se que a nivel de proteina, através do ensaio de

imunofluorescéncia, também ha uma diminui¢ao da expressao de ERa em relagdo ao controle
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em células que superexpressam A40p53, corroborando com o resultado encontrado no trabalho
feito por Greer e demonstrando mais uma vez a relagao da isoforma A40p53 com a sinalizagao
de p53 e ERa.

Também se percebeu, neste estudo, que as células MCF-7 resistentes a tamoxifeno ndo
respondiam ao tratamento com estradiol da mesma maneira que a célula MCF-7 parental. Uma
analise proteomica das células MCF-7 resistentes ao tamoxifeno realizada por Zhou e
colaboradores, demonstrou que 629 proteinas foram encontradas significativamente alteradas,
sendo 364 reguladas para cima e 264 reguladas para baixo. Essas mudang¢as demonstraram um
estado suprimido do ERa e seus genes reguladores (como o PGR e o pS2), ativagdo da
sinalizacdo e sobrevivéncia e aumento da capacidade migratdria da linhagem celular resistente
(ZHOU, C. et al., 2012). Esses dados demonstraram que as mudangas adaptativas no proteoma
das células MCF-7 resistentes a tamoxifeno sdo caracterizadas também por sinalizacdo de ERa
reguladas negativamente, o que poderia explicar a alta confluéncia das células resistentes
independente do tratamento com ou sem estradiol.

Em outro estudo, viu-se que a manutengao da sinalizacdo do ERa ¢ critica para o
sucesso dos tratamentos endocrinos € o desenvolvimento de resisténcia a terapia esta associado
a perda da expressao ou mutagdes do ERa. Também, apds o desenvolvimento de resisténcia ao
tamoxifeno nas células MCF-7, observou-se uma perda da expressao do mRNA ESR/ e também
houve reprogramagdo dos sitios de ligagdo do ER em todo o genoma (ACHINGER-
KAWECKA et al., 2020).

As células MCF-7 resistentes a tamoxifeno e as células MCF-7 em deprivagdo de
estrogénio também foram transduzidas durante o periodo deste estudo, com o intuito de
silenciar os genes p53 e A40p53. E importante salientar que previamente ao silenciamento, deve
ser feito um protocolo de otimizagao, onde se estipula a densidade ideal de células e também a
concentracao ideal do lentivirus e da hexadimetrina, bem como o tempo de incubagao das
células. No entanto, devido ao pouco tempo disponivel, optou-se por seguir o0 mesmo protocolo
utilizado para as células MCF-7 parental, ja previamente otimizado pelo grupo de estudos. Essa
limitag@o do estudo poderia explicar o por que a sublinhagem knockdown de A40p53 ndo obteve
sucesso a nivel de proteina.

No entanto, ainda assim foi visto diferenca entre os resultados de confluéncia e
viabilidade entra as sublinhagens, quando tratadas com tamoxifeno ou estradiol. Os resultados

encontrados por Greer realizados previamente pelo mesmo grupo de pesquisa, demonstraram
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que nas células MCF-7 knockdown de A40p53, quando tratadas com estradiol, a confluéncia
manteve-se similar ao controle, no entanto quando foram tratadas com meio sem estradiol, sua
confluéncia diminuiu. Ja as células knockdown de p53 apresentaram uma diminuicdo da
confluéncia quando tratadas com estradiol e a confluéncia manteve-se similar ao controle
quando tratadas com meio sem estradiol. Esses ensaios confirmaram a hipotese de que
direcionar A40p53 pode restaurar a sinaliza¢ao de p53-ERa, uma vez que as células knockdown
de A40p53 foram sensiveis ao tratamento com estradiol e, portanto, restauraram a regulacao de
p53 na sinalizagdo de ERa. Enquanto as células knockdown de p53 ndo eram sensiveis ao
tratamento, apresentando entdo uma sinalizacao de p53-ER desregulada. Isso justifica os efeitos
proliferativos opostos dessas duas sublinhagens (GREER, 2022). J4 neste trabalho, viu-se uma
diminuicdo da confluéncia em ambas as linhagens transduzidas (MCF-7 TAMR e LTED)
quando tratadas com estradiol, tanto da sublinhagem knockdown de p53 quanto de A40p53. As
cé¢lulas MCF-7 TAMR inclusive apresentaram também uma diminui¢do da viabilidade. Nesse
caso, o ndo sucesso da transdug¢do de A40p53 a nivel de proteina pode justificar a mesma
resposta em ambas as sublinhagens, bem como o estado suprimido que o ERa se encontra em
células MCF-7 resistentes a tamoxifeno, como citado anteriormente.

Em relagdo ao tratamento com tamoxifeno, os resultados anteriores demonstram que
nas células MCF-7 knockdown de A40p53 houve uma diminui¢do da confluéncia quando as
células foram tratadas com tamoxifeno, enquanto que nas células knockdown de p53 a
confluéncia se manteve similar ao controle sem tratamento, confirmando a hipdtese de que o
direcionamento de A40p53 também pode aumentar a sensibilidade do tamoxifeno em células
de cancer de mama. Portanto, sugere-se que uma baixa razdo A40p53:p53 em células de cancer
de mama pode sensibilizar as células as terapias anti-hormonais, do contrario, uma alta razao
A40p53:p53 poderia reduzir significativamente a sensibilidade ao tamoxifeno. J4 as células
MCF-7 resistentes a tamoxifeno, quando tratadas com tamoxifeno, apresentaram uma
diminui¢do da confluéncia em ambas a sublinhagens, knockdown de A40p53 e p53, quando
comparadas a sublinhagem controle ndo alvo, sendo assim, o knockdown de p53 e sua isoforma
atenuaram a resisténcia ao tamoxifeno.

Estes mesmos ensaios de confluéncia e viabilidade foram reproduzidos em outra
linhagem celular de cancer de mama ER+, a ZR75-1, também com os mesmos tratamentos,
para testar a resposta em diferentes linhagens. No entanto, essa linhagem possui uma

caracteristica de crescimento diferente, em que as células crescem em mais de uma camada, e
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nao formando uma monocamada de células como a linhagem MCF-7, por esse motivo, o ensaio
de confluéncia nao ¢ o ideal para essa linhagem. No entanto, com o ensaio de viabilidade foi
possivel perceber um aumento da viabilidade celular das células ZR75-1 knockdown de A40p53
quando tratadas com tamoxifeno, resultado oposto ao encontrado com as células MCF-7
TAMR, porém similar as células MCF-7 LTED, o que demonstra que a resposta ao knockdown
de A40p53 ¢ dependente da linhagem celular utilizada.

Também utilizando a linhagem ZR75-1, foi realizada a cultura 3D, no entanto, devido
ao viés de padrao de crescimento dessa linhagem, a analise de tamanho do esferoide pode ter
sido prejudicada. Em estudo anterior utilizando a cultura 3D com as células MCF-7, houve uma
diminui¢ao do tamanho do esferoide quando tratado com estradiol na sublinhagem knockdown
de A40p53, enquanto neste estudo observou-se um aumento do tamanho quando tratado com
estradiol, na sublinhagem knockdown de p53. Esse ensaio fornece evidéncias de que o
knockdown de A40p53 pdde sensibilizar as células de cancer de mama ER+ ao estrogénio,
portanto, células MCF-7 com baixa relagdo A40p53:p53 respondem ao tratamento com
estradiol. No entanto, novamente esse resultado foi dependente da linhagem celular, uma vez
que a ZR75-1, também ER+, demonstrou um resultado diferente. Esse resultado nao corrobora
com o encontrado no ensaio de viabilidade da ZR75-1, que demonstrou um aumento da
viabilidade do esferoide da sublinhagem knockdown de A40p53 quando tratado com estradiol.

Ao tratar os esferoides com tamoxifeno, resultados anteriores utilizando a linhagem
MCF-7 demonstraram uma diminui¢do do tamanho do esferoide da sublinhagem nao alvo e do
knockdown de A40p53, enquanto o knockdown de p53 ndo apresentou variacdo. Este resultado
demonstra que uma alta relagao A40p53:p53 prejudica significativamente a sensibilidade ao
tamoxifeno em células de cancer de mama ER+, sugerindo entdo que uma baixa relacao
A40p53:p53 poderia sensibilizar as células a terapias anti-hormonais. Ja neste estudo, o
tamanho do esferoide ndo variou com o tratamento com tamoxifeno, no entanto a sua
viabilidade diminui em relagdo ao controle ndo alvo com as duas sublinhagens.

Novamente ¢ importante salientar que devido a caracteristica de crescimento da
linhagem ZR75-1, o ensaio de avaliagdo de tamanho do esferoide ndo ¢ efetivo, por isso também
se optou por complementar o com o teste de viabilidade, o que justifica também os diferentes
resultados entre os testes.

As diferengas observadas entre linhagens celulares também sdo suportadas por estudos

anteriores realizados pelo grupo de pesquisa da Dra. Kelly, que mostraram fungdes especificas
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da A40p53 em diferentes linhagens. Essas diferencas podem ser explicadas pelas diferentes
expressoes de mRNA induzidas por estradiol e também por diferentes niveis de atividade
transcricional de ERa em diferentes linhagens, sendo assim, a A40p53 pode exercer efeitos
especificos da linhagem celular que podem ser dependentes do nivel endogeno de ERa
(MORTEN, 2016).

Além disso, alguns estudos t€ém demonstrado um papel importante no eixo p53/ERa
para a reparacao de danos no DNA induzidos por estradiol (CHEN, J. et al., 2022), bem como
na mediacdo de respostas transcricionais a quimioterapicos (LION et al, 2013), ambos
dependentes da interacdo entre p53 e ERa. Também, embora seja relatado que a expressao de
ERa suprime p53, em certas condi¢des, p53 também pode suprimir ERa (BERGER, C.; QIAN;
CHEN, 2013). Essa interacao pode também resultar em regulacio positiva mitua, sendo assim,
a interagdo entre p53 e ERa ainda ndo é bem clara (FERNANDEZ-CUESTA et al., 2011).

Em estudo anterior realizado pelo grupo de pesquisa da Dra. Kelly, foi relatado que a
A40p53 foi a isoforma mais altamente expressa em uma coorte de tumores de mama,
demonstrando a sua importancia (AVERY-KIEJDA et al., 2014). No entanto, a fungdo de
A40p53 ¢ variavel. Hafsi e colaboradores demonstraram que o efeito de A40p53 sobre FLp53
eram dependentes da linhagem celular e que a propor¢do A40p53:p53 era importante para o
controle da resposta de p53. Quando A40p53 era altamente expresso, apresentava fungao
inibitdria, no entanto, em niveis inferiores ou iguais a FLp53, apresentou efeito tanto inibitorio
quanto de ativagao, variando de acordo com o contexto celular (HAFSI ef al., 2013). Em relagdo
ao cancer, Morten e colaboradores relataram uma associacao entre a diminuicao da sobrevida
livre de metastase e uma alta relacdo A40p53:p53 (MORTEN et al., 2016). Sendo assim,
aumentar a razao A40p53:p53 pode ser um beneficio terapéutico em canceres onde a expressao
aumentada de A40p53 foi associada a um melhor prognéstico (HOFSTETTER et al., 2012) ou
em situacdes em que o aumento da sua expressdao promove a apoptose (TAKAHASHI ef al.,
2014). No entanto, em estudo murino, essa abordagem apresentou expectativa de vida e
regeneragdo tecidual reduzidos, bem como declinio cognitivo como possiveis prejuizos da
superexpressao de A40p53, sendo assim, deve ser limitada a células neoplasicas (PEHAR et al.,
2010).

Em geral, o estrogénio promove proliferacdo celular, no entanto, em células onde os
niveis de p53 e ERa estdo desregulados, o equilibrio entre o crescimento estimulado por

estrogénio via ERa e a supressao do crescimento mediada por p53 ¢ interrompido, levando ao
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crescimento descontrolado do tumor, mesmo quando ha niveis elevados de p53 (BERGER, C.;

QIAN; CHEN, 2013).
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6 CONCLUSAO

- Em células MCF-7, a superexpressdo de A40p53 resultou em diminuicdo da
expressdo de ERa, demonstrando a relagdo da isoforma com a sua sinalizagao;

- Células MCF-7 resistentes a tamoxifeno regulam a sinalizagdo de ERa
diferentemente da linhagem parental,

- O knockdown de p53 e A40p53 atenuaram a resisténcia ao tamoxifeno em células
MCEF-7 resistentes;

- As respostas celulares frente ao knockdown e a diferentes tratamentos ¢ dependente

da linhagem celular;

7IMPACTO SOCIAL

Considerando a alta prevaléncia e letalidade do cancer de mama no Brasil, bem como
a resisténcia ao tratamento atualmente disponivel, os resultados dessa pesquisa podem, além de
contribuir para o entendimento fisiopatoldgico da doenca, promover estratégias terap€uticas
para a diminui¢do da quimiorresisténcia e consequente letalidade. Ainda, considerando que os
recursos para a saude sdo limitados e que o elevado custo dos tratamentos quimioterapicos e
intervengdes de alta complexidade podem afetar a o acesso equanime ao SUS, a elaboracdo de
novos enfoques para promover a saude e tratar o cancer de mama, baseados em estratégias mais

eficazes, efetivas, personalizadas e equitativas se fazem necessarias.
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Tabela 1 — Avaliagio do estado nutricional da gestante segundo Indice de Massa Corporal (IMC) por semana

gestacional

Semana Baixo peso IMC | Adequado IMC | Sobrepeso IMC | Obesidade IMC
gestacional < entre entre >

6 19,9 20,0 —24.9 25,0 -30,0 30,1
8 20,1 20,2 -25,0 25,1 -30,1 30,2
10 20,2 20,3 -25,2 25,3 -30,2 30,3
11 20,3 20,4 —-25,3 25,4-30,3 30,4
12 20,4 20,5-254 25,5-30,3 30,4
13 20,6 20,7 — 25,6 25,7-30,4 30,5
14 20,7 20,8 — 25,7 25,8-30,5 30,6
15 20,8 20,9 -25,8 25,9-30,6 30,7
16 21,0 21,1 -259 26,0 — 30,7 30,8
17 21,1 21,2-26,0 26,1 —30,8 30,9
18 21,2 21,3 -26,1 26,2 -30,9 31,0
19 21,4 21,5-26,2 26,3 —-30,9 31,0
20 21,5 21,6 —26,3 26,4—-31,0 31,1
21 21,7 21,8-26,4 26,5-31,1 31,2
22 21,8 21,9-126,6 26,7-31,2 31,3
23 22,0 22,1 -26,8 26,9 -31,3 31,4
24 22,2 22,3-26.9 27,0-31,5 31,6
25 22,4 22,5-27,0 27,1 -31,6 31,7
26 22,6 22,7272 27,3 -31,7 31,8
27 22,7 22,8 -273 27,4-31,8 31,9
28 22,9 23,0-27,5 27,6 -31,9 32,0
29 23,1 23,2-27,6 27,7-32,0 32,1
30 23,3 23,4-278 27,9 -32,1 32,2
31 23,4 23,5-279 28,0 -32,2 32,3
32 23,6 23,7-28,0 28,1 -323 32,4
33 23,8 23,9 -28,1 282324 32,5
34 23,9 24,0 -28,3 28,4 —-32,5 32,6
35 24,1 242 -28,4 28,5-32,6 32,7
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36 24,2 24,3 - 28,5 28,6 —32,7 32,8
37 24,4 24,5 -28,7 28,8 —32,8 32,9
38 24,5 24,6 — 28,8 28,9-329 33,0
39 24,7 24,8 -28.9 29,0-33,0 33,1
40 24,9 25,0-29,1 29,2 -33,1 33,2
41 25,0 25,1 -29,2 29,3 -33,2 33,3
42 25,0 25,1-29,2 29,3 -33,2 33,3

Fonte: ATALAH et al. Revista Médica de Chile, 1997.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Citocinas pré-inflamatérias no leite materno: associagdo com o estado
metabdlico da mae

Pesquisador: Fabiola Branco Filippin Monteiro

Area Tematica:

Versao: 1
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Instituicdao Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.081.185

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto da pesquisadora do departamento de Analises Clinicas que pretende
investigar, junto a mulheres que amamentam a presenca de citocinas pré-inflamatérias no leite
materno correlacionado a situagdo do peso antes e depois de parto. Serdo acompanhadas as
mulheres que forem atendidas no hospital universitario. estas serdao acompanhadas até seis
meses apos o parto. Devem fazer parte 400 mulheres.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar o perfil de citocinas pré-inflamatérias no leite materno e no soro de méaes atendidas
no HU-UFSC a fim de se estabelecer associagcbes entre a lactogénese, o estado metabdlico da

mae e as citocinas presentes no leite materno.
Objetivo Secundario:

- Determinar as concentragdes séricas de marcadores de adiposidade (leptina, adiponectina), de
inflamagéo (SAA e PCR), hormbnios (prolactina e progesterona) e citocinas pré-inflamatérias (IL-
6, TNF-a, IL1-b e MCP-1) em mées atendidas no HU-UFSC por ocasi&o do parto;

- Determinar as concentragbes de citocinas pro- inflamatoérias (IL-6, TNF-a, IL1-b e MCP-1) no
leite materno de maes atendidas no HU-UFSC por ocasido do parto;

- Determinar os constituintes do leite materno (%gordura, proteinas totais);



- Analisar dados clinicos da mae e do RN e aspectos relacionados ao aleitamento materno

(escore de amamentagéo) em até 6 meses apds o parto.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Beneficios:

As maes que aceitarem participar do estudo serdo acompanhadas por 6 meses na tentativa de
incentivo ao aleitamento materno exclusivo. Ainda, serdo incentivadas e instruidas a
comparecerem nas consultas mensais ao pediatra em sua Unidade Basica de Saude ou pediatra
de escolha na rede privada. As maes e acompanhantes serao acolhidos.

Riscos:

Existem os riscos de procedimentos de coleta de sangue, possiveis constrangimentos durante a
entrevista e/ou quebra de confidencialidade dos dados coletados. No entanto, estes riscos serdo
potencialmente reduzidos pelos pesquisadores: A coleta de sangue sera realizada em ambiente
adequado e pela equipe da pesquisa que tomara todos os cuidados necessarios para o minimo
de desconforto. Apesar disto, podera haver a possibilidade de formagéo de hematoma e sensagéo
dolorosa no local da coleta. Se isso acontecer, a equipe da pesquisa tomara as medidas
necessarias para diminuir este desconforto. A coleta de leite materno sera feita apds a ordenha
manual que acontece junto com as enfermeiras. O leite descartado sera utilizado para a pesquisa.
A entrevista para a coleta de algumas informagbes sera realizada em ambiente tranquilo e
discreto, sempre respeitando a individualidade e as necessidades de cada paciente. Sera
assegurado o direito a ndo responder a qualquer pergunta se achar que ela é muito pessoal ou
se sentir desconfortavel em falar. Os dados retirados do prontuario médico serdo armazenados e
manuseados com todo cuidado somente pelos pesquisadores para reduzir o risco de quebra de
sigilo. Os dados telefénicos serdo guardados em sigilo e somente os a equipe da pesquisa (01
professor e 01 aluno) terdo acesso.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa encontra-se adequadamente fundamentada e documentada. Traz a documentagao
necessaria para a tramitagdo. Apresenta um TCLE estruturado de acordo com as orientagdes
da Resolugao 466/2012.

Considerag6es sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
TCLE adequado as orientagdes da Resolugdo 466/2012. Contudo € necessario corrigir no
endereco do CEPSH o prédio no qual este Comité se localiza.

Recomendagoes:
corrigir o prédio de localizagdo do CEPSH/UFSC no TCLE.
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Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Conclusao: aprovado.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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ANEXO B - QUESTIONARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACIA
CAROLINA DUMKE DE SIQUEIRA

QUESTIONARIO
Numero prontuario: Telefone/celular:
Nome: Idade:
Peso pré gestacional: Peso pds gestacional: Altura:
Comorbidades:
Nivel escolar: Ocupacéo:
Tipo de parto: Tempo: Capurro:
Numero de filhos: Peso do RN:
Amamentagdes anteriores:
Complicagdes na gravidez:
Foi como planejou?
Fez acompanhamento nutricional? Sim Nao Tempo:

Houve mudancga nos habitos alimentares? Durante e apos gestagao?

Praticava exercicios antes e durante gestagédo? Sim Nao

Pretende comecar ou manter?
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