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RESUMO

Nanotubos de tunelamento (TNTs) sdo pontes citoplasmaticas que medeiam interagdes entre
diferentes tipos celulares. No cancer, o aumento de TNTs esta diretamente relacionado com a
aquisicdo de maior potencial agressivo pelas células tumorais. Estudos recentes com
macrofagos mostraram que a formagao dos TNTs estd associada de forma direta ao aumento da
proteina Tnfaip2, entretanto nas células tumorais essa associacdo nao foi investigada por
completo. Assim, uma vez que macrofagos presentes no microambiente tumoral interagem
direta ou indiretamente com células tumorais e participam ativamente de todas as etapas da
tumorigénese, o intuito do presente estudo foi avaliar a expressdo e regulacdo epigenética da
proteina Tnfaip2 nas células de adenocarcinoma mamario antes e apoOs interagdes com
macrofagos. Para isto, células de adenocarcinoma mamario 4T1(células 4T1) cultivadas
sozinhas ou, com macroéfagos RAW 264.7 ou com seu sobrenadante, mantidas por 12, 24 ¢ 48
horas, foram submetidas a analises por microscopia de luz e citometria de fluxo para
determinagdo do numero de estruturas tipo TNTs e, quantificagdo da expressdo da proteina
Tnfaip2, respectivamente. Em paralelo, coculturas de macrofagos e células 4T1 apos 48 h,
foram submetidas a separacdo por cell sorter, para analises da expressao génica do Tnfaip2 em
ambas as células, por qPCR. Adicionalmente, foram realizadas andlises da expressdo de
transcritos de sete microRNAs (miR-221, miR-184, miR-145, miR-7066NW, miR-5107NEW,
miR-3569NW ¢ miR-3103NEWY)  envolvidos na regulacdo da expressio de Tnfaip2. Os dados
aqui obtidos demonstraram aumento expressivo de projecdes citoplasmaticas tipo TNTs nos
cocultivos de células 4T1 com macréfagos, com reduzida expressdo da proteina Tnfaip2 em
células 4T1 apds interagdes com macrofagos. Em contraste, andlises de expressdao génica
mostraram aumento dos transcritos de 7nfaip2 e dos microRNAs avaliados nas células 4T1
apos interacdo com macrofagos. Em paralelo, andlises de wound healing sugerem diminuigdo
na capacidade migratoria das células 4T1 também apds contato com macréfagos. Em conjunto,
os resultados aqui apresentados sugerem que interacdes fisicas com macrofagos induzem
menor potencial agressivo das células 4T1, mediado provavelmente pela expressdo de
microRNAs envolvidos na regulagdo pds-transcricional da proteina Tnfaip2, gene envolvido

com progressdo celular e metastases.

Palavras-chave: cancer de mama, fagocitos, comunicagdo intercelular, nanotubos de

tunelamento, extensdes citoplasmaticas, M-Sec, mecanismos epigenéticos.



ABSTRACT

Tunneling nanotubes (TNTs) are cytoplasmic bridges that mediate interactions between
different cell types. In cancer, the increase in TNTs is directly related to the acquisition of
greater aggressive potential by tumor cells. Recent studies with macrophages have shown that
the formation of TNTs is directly associated with the increase in the Tnfaip2 protein, however
in tumor cells this association has not been fully investigated. Thus, since macrophages present
in the tumor microenvironment directly or indirectly interact with tumor cells and actively
participate in all stages of tumorigenesis, the aim of the present study was to evaluate the
expression and epigenetic regulation of the Tnfaip2 protein in breast adenocarcinoma cells
before and after interactions with macrophages. For this, 4T1 mammary adenocarcinoma cells
(4T1 cells) cultured alone or with RAW 264.7 macrophages or their supernatant, maintained
for 12, 24 and 48 hours, were submitted to analysis by light microscopy and flow cytometry to
determine the number of TNTs-like structures and quantification of Tnfaip2 protein expression,
respectively. In parallel, cocultures of macrophages and 4T1 cells after 48 h were subjected to
separation by cell sorter, for analysis of Tnfaip2 gene expression in both cells, by qPCR.
Additionally, analysis of the expression of transcripts of seven microRNAs (miR-221, miR-
184, miR-145, miR-7066N*Y, miR-5107"EW, miR-3569NW ¢ miR-3103NEW) involved in the
regulation of Tnfaip2 expression were performed. The data obtained here demonstrate a
significant increase in TNTs-like cytoplasmic projections in co-cultures of 4T1 cells with
macrophages, with reduced expression of the Tnfaip2 protein in 4T1 cells after interactions
with macrophages. In contrast, gene expression analyzes showed an increase in Tnfaip2
transcripts and microRNAs evaluated in 4T1 cells after interaction with macrophages. In
parallel, wound healing analyzes suggest a decrease in the migratory capacity of 4T1 cells also
after contact with macrophages. Together, the results presented here suggest that physical
interactions with macrophages induce a lower aggressive potential of 4T1 cells, probably
mediated by the expression of microRNAs involved in the post-transcriptional regulation of the

Tnfaip2 protein, a gene involved in cell progression and metastasis.

Keywords: breast cancer, phagocytes, intercellular communication, tunneling nanotubes,

cytoplasmic extensions, M-Sec, epigenetic mechanisms.
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1. INTRODUCAO:

A neoplasia maméria ¢ o tumor mais prevalente na populagdo feminina,
representando aproximadamente 30% dos casos diagnosticados de cancer (Grafico 1 A ), sendo
considerada a maior causa de 6bitos por cancer no mundo nessa populacao (Gréfico 1 B ), com
estimativas de aproximadamente 1 milhdo de novos casos € 320 mil mortes até o ano de 2040
(Grafico 2) (1).

Assim como na medicina humana, na veterinaria, o cancer de mama € o tumor de
maior prevaléncia entre as fémeas caninas, representando aproximadamente 52% dos
diagnosticos de cancer nessa espécie (2). Devido a sua alta incidéncia, que € trés vezes maior
que em humanos e, pelas maiores taxas de malignidade que chegam a 50% dos casos, a doenga
¢ considerada um sério problema veterindrio em todo o mundo (2,3).

Sao inimeros os impactos psicossociais envolvidos no diagnostico do cancer tanto em
humanos e seus familiares, como em caes e seus tutores (4,5). Os tumores de mama dessas
espécies compartilham muitas semelhangas entre eles, possuindo uma vasta comunhdo de

interesses e oportunidades de proveitosa interagao entre ambas (6).

Grifico 1 — Analise epidemioldégica da prevaléncia e mortalidade de cincer no mundo. A: Numero estimado
da prevaléncia de casos de cancer no mundo, tltimos 5 anos, considerando mulheres de todas as idades, 2020. B:
Numero estimado de mortes por cancer no mundo (excluindo céncer de pele ndo melanoma), considerando
mulheres de todas as idades, 2020.
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Grifico 2 - Analise epidemiologica da incidéncia e mortalidade de cincer de mama no mundo.
Numero estimado da incidéncia x mortalidade por cancer de mama no mundo, considerando mulheres
de todas as idades, periodo de 2020 a 2040.

Incidéncia

Mortalidade

Numero estimado (em milhdes)

Anos

Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory-World Health Organization, 2020

O cancer de mama possui ampla heterogeneidade, com varios subtipos, aspectos
histologicos distintos e repostas terapéuticas variadas (7). O tipo de neoplasia mamaria mais
comum em mulheres € o carcinoma, que se origina a partir de células epiteliais ¢ normalmente
acomete ductos ou l6bulos mamarios (8). O carcinoma ¢ classificado como invasivo quando
ultrapassa o tecido de origem e acomete tecidos adjacentes, podendo se disseminar para outras
partes do corpo formando metastases (7).

Uma neoplasia maligna se origina a partir de um crescimento desordenado de uma
populagdo clonal de células, que acumulam alteracdes genéticas herdadas ou adquiridas e
passam a exibir algumas caracteristicas bioldgicas comuns, que as diferem das células normais
(9,10). Uma das caracteristicas inerentes as células com fen6tipo oncogénico ¢ a capacidade de
evasao da resposta imunologica (9).

Estudos ressaltam que a comunicacao das células tumorais com o ambiente que
estdo inseridas estabelecem uma combinagao de diversos fatores favoraveis a aquisicdo de um

fenotipo mais agressivo (11).
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No microambiente tumoral (MAT), os macrofagos sdo células do sistema
imunologico presentes em maior quantidade, podendo representar entre 5 a 40 % da massa total
dos tumores solidos (12,13). Macrofagos associados ao tumor (TAMs — do inglés tumor
associated macrophages) participam ativamente de todas as etapas da tumorigénese, seja
inibindo ou favorecendo a progressao tumoral, a depender do perfil de ativacao adquirido em
resposta aos estimulos microambientais que recebem (14—16).

Os macréfagos sao células com alta plasticidade e podem se polarizar em dois
grupos fenotipicamente distintos: perfil M1 (pro-inflamatorio) e perfil M2 (imunossupressor)
(17). Estudos demonstram que maior prevaléncia de macrofagos com perfil regulatorio (M2)
no microambiente tumoral, correlaciona-se com maior agressividade e alto poder de formar
metastases, enquanto que a presenga de macréfagos com perfil inflamatério (M1) favorece
ampla capacidade tumoricida (14,18-20).

Estudo prévio do nosso grupo, que teve como objetivo avaliar os efeitos das
interagdes de células tumorais 4T1 sobre macréfagos, demonstrou que o perfil fenotipico e
capacidade funcional dos macréfagos foram modulados de formas distintas, dependendo do
tipo de interagao com as células tumorais (21). Assim, o contato com fatores soluveis liberados
por células 4T1 presentes em meio condicionado, induziu nos macrdéfagos, aumento da
expressdo de marcadores do perfil M1 (CD80/CD86), maior produgdo de citocinas pro-
inflamatérias (TNF e IL-6), reducdo da capacidade fagocitica, sem alteracdo do potencial
microbicida. J& o contato fisico com células 4T1 induziu nos macréfagos a expressdo mista de
marcadores do perfil M1 (CD80/CD86, CD40 e iNos) e M2 (CD206 e IL-10), reducdo da
expressao de citocinas pro-inflamatorias (TNF e IL-10), aumento da capacidade fagocitica,
redugdo do potencial microbicida e, presenca marcada de proje¢des citoplasmaticas tipo TNTs
(do inglés tunneling nanotubes) que conectavam os dois tipos celulares a longa distancia (21).

Interagdes entre os componentes celulares e moleculares ocorrem constantemente
no microambiente tumoral, influenciando os parametros de manuten¢do e estabilidade das
células neoplasicas (10). Dentre os varios tipos de comunicagdes celular, destaca-se a recém
descrita via dos nanotubos de tunelamento (TNTs), relatada em 2004 por Rustom et al (22).

TNTs sdo projecdes transitorias da membrana, capazes de conectar células vizinhas
ou distantes, estabelecendo conexao entre os citoplasmas (23). Todas as células podem utilizar
essa via de comunicacao, podendo diferir em sua morfologia e composicao dependendo do tipo
celular (24). Sao predominantemente compostos por filamentos de actina, podendo conter ou
ndo tubulina, envoltos por membrana plasmatica e, in vitro nao aderem ao substrato (23). Seus

diametros variam entre 50-700 nm (média 200 nm) e comprimento de dezenas a centenas de
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microns (média de 20 a 100 pm) (23). Podem transportar bidireccionalmente diversos
elementos como vesiculas, estimulos elétricos, moléculas, organelas, nRNA, miRNA, além de

patogenos (25,26), conforme Figura representativa 1.

Figura representativa 1- Nanotubo de tunelamento
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Fonte: Adaptado de Trends in Cancer, 2020, Volume 6, Edi¢ao 10

Os TNTs estdo presentes em processos fisiologicos e patoldgicos (22,25,26).
Atualmente vém sendo associados a transmissdao e disseminacao de diversas doencas, sendo
estimulados por estresse e processos inflamatorios (23). No desenvolvimento de neoplasias tém
papeis importantes na invasao tumoral, metastases e na resisténcia as terapias antitumorais (27).

Os mecanismos envolvidos na formagdao dos TNTs ainda ndo sdao completamente
conhecidos, embora estudos indiquem duas possiveis formas de iniciacdo dos TNTs, conforme
Figura representativa 2 (28,29). Uma delas ¢ a partir de filopodios que se projetam de uma ou
das duas células para se fundirem, e outra quando células em contato direto se deslocam,

mantendo a conexao entre elas via nanotubos de tunelamento (28,29).
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Figura representativa 2 — Mecanismos de formagao dos TNTS.
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Na atualidade ndo existem marcadores TNT especificos, no entanto foi
demonstrado que nas interagdes entre macrofagos e células neoplésicas, a proteina TNFAIP2
(do inglés Tumor necrosis fator alpha-induced protein 2 ), também chamada de M-Sec ou B94,
estd diretamente envolvida na formagdo de nanotubos de tunelamento (30,31). Os principais
componentes da familia TNFAIP incluem TNFAIP1, TNFAIP2, TNFAIP3, TNFAIP4,
TNFAIPS, TNFAIP6, TNFAIP8 e TNFAIP9, sendo alvos ativos e induzidos pelo fator de
necrose tumoral alfa, com propriedades e fungdes biologicas distintas (32,33).

TNFAIP2 é uma proteina com 654 aminoacidos e peso molecular de 73 kDa (32).
Além do TNF pode ser estimulada por outras citocinas como IL-If e IFN-y, juntamente com
ativador de plasminogénio tecidual (TPA) e Lipopolissacarideo (LPS) (34). Sua expressdo ¢
regulada por diversos fatores de transcri¢do e vias de sinalizagdo, incluindo NF-kB, KLF5 e
acido retinoico (34), conforme Figura representativa 3. A proteina TNFAIP2 esté localizada
principalmente no citosol e aparelho de Golgi e adicionalmente no ntcleo, membrana nuclear
e em saliéncias de membrana a base de actina (34). Interage com diversas proteinas,
participando de processos fisiologicos como inflamagdo, angiogénese diferenciagdo celular e
apoptose, assim como na regulacdo do citoesqueleto de actina e formagao de protrusdes de
membrana, promovendo proliferacdo, migra¢do e invasdo de células cancerosas, além de
facilitar a transi¢do epitélio-mesenquimal (EMT — Epithelial-Mesenchymal transition)

(32,35,36). Entretanto, a participacao dessa proteina na formagao de TNTs nas células tumorais
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ou os mecanismos de regulacdo da sua expressao nessas células, ainda ndo estdo completamente

esclarecidos.

Figura representativa 3 — Func¢6es e mecanismos de interacdes da proteina TNFAIP2
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Adaptado de J Cellular Molecular Medi, V22, 111, 2018.

J4 tém sido amplamente descrito que a regulacdo da expressao génica de diversas
proteinas sao influenciadas em grande parte por processos epigenéticos, 0os quais ocorrem de
forma independente de mudancas na sequéncia DNA codificante e podem ser herdaveis na
divisdo celular (37). Os processos epigenéticos sdo dinamicos, em sua maioria reversiveis,
sofrem influéncia externa e, podem levar a mudangas fenotipicas que podem ou ndo ser
transmitidas a outras geragoes (37,38).

No desenvolvimento, marcas epigenéticas nos cromossomos estdo associadas com
os processos de transcricdo e traducdo génica, resultando na ativacdo ou desligamento de um
gene em certos tecidos, que a sua expressao se faz ou ndo necessaria (39,40). Na carcinogénese,
as alteracdes epigenéticas podem provocar instabilidade cromossomica, ativagao de oncogenes,
inativacao de genes de reparo e silenciamento de genes supressores tumorais (41-43).

Os principais e mais estudados mecanismos epigenéticos envolvem metilagao do
DNA, modificagdes covalentes de histonas ¢ RNAs nao codificantes incluindo microRNAs

(miRNA) que regulam quais informagdes genéticas podem ser acessadas pela maquinaria
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celular (42).

A metilagdo do DNA ocorre por acdo de enzimas, com adicdo de um grupo metil
(CH3) quase exclusivamente no carbono 5 da base nitrogenada citosina seguida por guanina,
nos dinucleotideos CpG dos mamiferos, principalmente nas ilhas CpGs associadas aos
promotores génicos (42). A metilacdo do DNA pode inibir a ligacao de fatores de transcri¢ao
nessas regides, consequentemente inviabilizando a transcrigao e expressao desses genes (44).

Histonas sdo proteinas globulares que se associam ao DNA compactando-o para
formar os nucleossomos (45). As modifica¢des das histonas ocorrem por agao de enzimas, com
adi¢do ou subtragdo de grupos covalentemente anexados em diversos residuos especificos das
caudas N- terminais flexiveis, sendo as principais reagdes estudadas: metilagdo, acetilagao,
fosforilacdo e ubitiquina¢do (45). Diversas combinagdes e codigos dessas modificagdes
determinam as propriedades estruturais da cromatina e interagdes com proteinas nao-histonas,
regulando processos bioldgicos como transcri¢do, replicagdo e reparo celular (46)

Aproximadamente 98% de nosso DNA sdo de regides que nao codificam proteinas
(cis/trans, introns, pseudogenes, sequéncias repetidas e teldmeros), no entanto, somente na
ultima década descobriu-se que desse total, cerca de 80% sao biologicamente ativos e grande
parte pode ser transcrita em RNAs ndo codificantes (ncRNAs), com fungdes ainda pouco
conhecidas (47-49).

Existem diversas subclasses de RNAs nao codificantes, abundantemente compostas
por RNAs ribossomais (rRNAs) e RNAs de transferéncia (tRNAs), classificados como ncRNAs
de manutencdo, além de uma fracio menor de RNAs longos (IncRNAs) com mais de 200
nucleotideos (nt), RNAs pequenos de interferéncia (siRNA) com 18-200 nt ¢ microRNAs
(miRNAs) com 20-24 nt, classificados como ncRNAs regulatorios (49,50).

A biogénese dos microRNAS envolve diversas etapas e acontece por duas vias:
candnica ou ndo candnica, sendo a candnica a via dominante no processamento dos
microRNAs. Nessa via em suma, microRNAs primarios (pri-miRNA) sdo transcritos a partir
de sequéncias de DNA codificadoras longas (500-3000 nt) pela RNA polimerase (51).
Subsequentemente no nucleo, a enzima ribonuclease Drosha separa a estrutura haste-alga para
formar o microRNA precursor (pre-miRNA) em forma de grampo (70 nt) (51). O pre-miRNA
¢ entdo exportado ao citoplasma pela enzima Exportina-5 para ser clivado pela enzima Dicer e
se tornar um microRNA maduro de fita simples (~22 nt), que se liga a um complexo de
proteinas Argonauta (AGO), formando o complexo silenciador RISC (do inglés RNA-induced
silencing complex) (51), conforme Figura representativa 4. Esses complexos podem ligar-se a

RNAs mensageiros (mRNA) alvos, por complementariedade em grande maioria na regido 3’
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UTR, impedindo sua tradu¢do e consequentemente resultando em sua degradagao (52).

Figura representativa 4 - Biogénese candnica de microRNAs
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Fonte: Adaptado de Journal of Oncology, 2019: 7252013.

Uma vez que os microRNAs sdo capazes de regular diversas funcdes bioldgicas
relacionadas a proliferagdo, diferenciacao celular, migragdo, metabolismo e apoptose, eles tém
sido também correlacionados com diversas doencgas, incluindo o cancer, tornando-os uma
abordagem atraente para diagndstico e direcionamento terapéutico (43,53,54).

Contudo, sabendo que os mecanismos epigenéticos podem modular a transcri¢ao e
traduc¢do de proteinas, € que a proteina Tnfaip2 pode ser crucial para formagdo de TNTs, os
quais estdo envolvidos na progressdo tumoral, o estudo da expressao da proteina Tnfaip2 e os
mecanismos de regulacdo da sua expressdo envolvendo microRNAs nas células cancerosas

podem contribuir na prevencao da aquisi¢cao de fendtipos tumorais mais agressivos.

JUSTIFICATIVA:

Diante da relevante participacdo dos nanotubos de tunelamento na comunicagao
entre células tumorais e macrofagos, e seu envolvimento na aquisi¢do de fendtipo mais

agressivo pelas células neoplésicas, ¢ importante compreender os mecanismos envolvidos na
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sua formacao e regulacdo. Assim, uma vez que o aumento da expressao da proteina Tnfaip2 foi
associado com maior formacgao de TNTs em macrofagos, o estudo da expressao desta proteina
e os possiveis mecanismos de regulacao nas células tumorais, podem contribuir na descoberta
de novos alvos terapéuticos para prevencgao ou diminui¢ao da doenca metastatica, que ¢ letal na

maioria dos canceres incluindo o de mama.

2. OBJETIVOS:
2.1. Objetivos gerais:

Verificar a presenca de projecdes citoplasmadticas tipo TNTs nas células de
adenocarcinoma mamario antes e apds contato com macrofagos.
Avaliar a expressdo e mecanismos de regulacdo genica da proteina Tnfaip2 nas

células de adenocarcinoma mamario 4T1 ap6s interagdes com macrofagos em modelo in vitro.

2.2. Objetivos especificos:

Quantificar estruturas tipo nanotubos de tunelamento durante as interagdes entre
c¢lulas de adenocarcinoma mamario 4T1 e macrofagos.

Analisar a expressao da proteina Tnfaip2 em células 4T1 e investigar possivel
interferéncia de miRNAS em sua regulagdo.

Avaliar a capacidade migratéria de células 4T1 apos interagdes com macrofagos.

3. Delineamento experimental

Grifico 3 — Representagdo do delineamento Experimental
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Fonte: Proprio autor

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Cultura de células

Para os estudos foram utilizadas duas linhagens celulares: células tumorais de
adenocarcinoma mamario 4T1 (4T1) e macréfagos RAW 264.7 (MO). Para a cultura de ambas
as células foi utilizado meio R10 preparado com RPMI- 1640 (Gibco™- Thermo Fisher
Scientific, Massachussetts, EUA) acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado (SFB)
(Gibco) e 1% de solugdo antibidtica de estreptomicina e penicilina (100 unidades/mL de cada
antibiotico, da Gibco). Para coleta das células 4T1 e macrofagos, as mesmas foram desaderidas,
por breve exposicdo a tripsina (Gibco) ou por raspagem com cell scraper (Kasvi, Parana,
Brasil), respectivamente.

Padronizacdes prévias foram realizadas, com o intuito de determinar as condi¢des
experimentais mais adequadas para analises dos TNTs, Para isso monoculturas e coculturas de
células 4T1 e MO foram mantidas em tempos, concentracdes e propor¢oes distintas para serem
visualizadas e avaliadas usando microscopio invertido Axionvert 40CFL (Zeiss, Oberkochen,
Alemanha). Apds determinar as condigdes ideais para formagdo, visualiza¢do e quantificagdo
dos TNTs, células foram cultivadas em placas de 24 pogos ou garrafas de 75 cm seguindo os
pressupostos estabelecidos.

Grupos experimentais avaliados:

e (¢lulas de adenocarcinoma mamario 4T1 (4T1)

e Macréfagos RAW 264.7 (MO)

e Macréfagos + células de adenocarcinoma mamario 4T1 (MO+4T1)
o (élulas 4T1 + 20% de sobrenadante de macrofagos (4T1+SNwmo)

e Macrofagos + 20% de sobrenadante de células 4T1 (MO+SNyr1)

4.1.1. Coculturas

Coculturas de células tumorais 4T1 e macréfagos foram realizadas na proporgao
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1:1, em placas de 24 pogos na concentracdo de 1,5x10* células de cada tipo celular, e em
garrafas pequenas (25 cm?) na concentragiio de 2x10° células de cada tipo celular.

Para otimizacdo das coculturas, macrofagos foram plaqueados aproximadamente
12 horas antes da adi¢ao das células 4T1, ambas plaqueadas com meio R10. Apos 6 horas do
plaqueamento das células tumorais, o meio R10 foi substituido pelo meio indutor de TNTs que
favorece a formacdo de nanotubos de tunelamento (meio TNT), preparado com RPMI- 1640
(Gibco) acrescido de 2,5% de soro fetal bovino inativado (SFB da Gibco), 1% de solugdo
antibidtica de estreptomicina e penicilina (Gibco) suplementado com 50 mM de glicose
(Dindmica Quimica Contemporanea LTDA, Indaiatuba, Brasil), 2% de L-glutamina (Gibco) e
10 mM de lactato de amonio (Dinamica), acidificado a pH 6,6.

As coculturas foram mantidas por 12, 24 ¢ 48 horas, em estufa a 37°C, atmosfera
com 5% de CO», com troca do meio TNT a cada 24 horas, apds centrifugacdo do meio coletado

a 1200 rpm e ressuspensao do pellet celular.

4.1.2. Monoculturas

Monoculturas de células tumorais 4T1 ou macréfagos foram realizadas em placas
de 24 pocos na concentracio de 1,5x10* células ou garrafas pequenas na concentragio de 2x10°
células e mantidas em cultura por 12 horas, com meio R10 completo. A fim de obter as mesmas
condi¢des experimentais das coculturas, apos 12 h o meio R10 foi substituido por meio R10
novo e apos 6 horas por meio indutor de TNT. As monoculturas foram mantidas por 12, 24 e
48 horas, em estufa a 37°C e atmosfera com 5% de CO-, com troca do meio TNT a cada 24

horas, apds centrifugacao do meio coletado a 1200 rpm e ressuspensdo do pellet celular.

4.1.3. Monoculturas com meio condicionado com sobrenadante celular

Para avaliagdo dos efeitos de fatores solveis, sobrenadantes de macrofagos e 4T1
foram obtidos apds 24 horas de cultura com o meio R10 e confluéncia aproximada de 80%. Os
sobrenadantes coletados foram centrifugados a 2000 rpm por 5 minutos e os pellets
desprezados. Meios de culturas condicionados com sobrenadante celular foram preparados
utilizando 80% de meio R10 ou meio TNT acrescidos de 20 % de sobrenadante (SN) de 4T1
ou macrofagos. Monoculturas de células tumorais e macrofagos foram realizadas em placas de
24 pogos na concentragio de 1,5x10* células ou garrafas pequenas na concentragio de 2x10°
células, com meio R10+SN do outro tipo celular por 12 horas. Apds esse periodo o meio

R10+SN foi substituido por novo R10+SN e apods 6 horas foi trocado por meio TNT+SN. As



31

monoculturas foram mantidas por 12, 24 e 48 horas, em estufa a 37°C, atmosfera com 5% de
CO2, com troca do meio TNT+SN a cada 24 horas, ap6s centrifugagdo do meio coletado a 1200

rpm e ressuspensao do pellet celular.

4.2. Viabilidade celular

Para contagem das células viaveis utilizadas nos cocultivos, foi realizado o ensaio
de exclusdao por Trypan blue (Gibco), no qual células mortas foram excluidas por marcacao
com o corante. Para isto a 10 uL de suspensdo celular foram acrescentados 10 pL do corante e
apos homogeneizacao, 10 pL desta suspensdo foram colocados por capilaridade na camara de
Neubauer. O valor médio da contagem dos quatro quadrantes laterais foi multiplicado por 2

(diluicao do trypan blue) e o valor obtido representou o numero de células por mL de suspensao.

4.3. Contagem de estruturas tipo nanotubos de tunelamento

Monoculturas e coculturas foram mantidas nas condigdes descritas acima, em
placas de 24 pocos. Apo6s 6 horas de cultura o meio TNT foi adicionado e as placas foram
fotografadas nos respectivos tempos 6, 12, 24 e 48 horas, utilizando lente objetiva de 20 X em
microscopio invertido Axionvert40CFL (Zeiss, Oberkochen Alemanha) e cAdmera fotografica
Power Shot A650IS (Canon, Nova York — EUA). Pelo menos 10 campos aleatérios por
condicdo experimental foram selecionados, para contagem de células e prolongamentos
citoplasmaticos tipo nanotubos de tunelamento, com posterior cadlculo da média (n° de

estruturas tipo TNTs / n° de células).

4.4. Separacio celular por citometria de fluxo (cell sorter)

Para separagdo por citometria de fluxo das respectivas populagdes (MO e 4T1) apos
cocultivos, foi utilizado o marcador CD45 (antigeno comum de leucocitos). Para isto, células
coletadas das coculturas de macréofagos e células tumorais 4T1, mantidas por até 48 horas foram
contadas e incubadas por 30 min com o anticorpo de bloqueio dos receptores Fc: anti-
CD16/CD32 (BD Biosciences, New Jersey, EUA) diluido em tampao MACs, preparado com
1% de BSA (INLAB, Sao Paulo, SP, Brasil) e 2 mM de EDTA (Sigma Aldrich® - Merck, New
Jersey, EUA). Apd6s 30 min de incubacdo no gelo, PBS (tampao fosfato salino do inglés,
phosphate buffered saline) 1X foi adicionado, e células foram centrifugadas por 5 min a 500

xg. ApOs lavagem, pellet celular foi ressuspendido com anti-CD45, conjugado a FITC
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(Isotiocianato de fluoresceina do inglés, Fluorescein isothiocyanate, fornecido pela BD
Biosciences), diluido em tampao MACS. Apo6s incubacdo de 20 min no gelo e protegidas da
luz, células foram lavadas e ressuspendidas em PBS 1X para separacao eletronica usando o
equipamento BD FACSAria II Cell Sorter e o software FACSDiva (ambos da BD Biosciences,
California, EUA). Para a separacdo, doublets foram excluidos e em seguida células CD45"
(MO) e CD45" (células 4T1) foram coletadas em tubos separados contendo SFB (Figura 19 do
material suplementar). Apos verificagdo de pureza > 90%, single cells foram centrifugadas a
1500 RPM por 5 minutos, sobrenadantes foram descartados e pellets ressuspendidos em 250

uL de Trizol para conservacao a -80° C para ensaios posteriores.

4.5. Quantificacido da proteina Tnfaip2 por Citometria de Fluxo

Para verificar a expressdao da proteina Tnfaip2 nas células 4T1 antes e apos
coculturas, células 4T1 e macrdéfagos, tanto das monoculturas como coculturas apos 48 horas
foram coletadas e incubadas com anti-CD16/CD32 (BD Biosciences), diluido em PBS/BSA
1% e incubadas por 30 min no gelo. Em seguida, células foram lavadas e ressuspendidas com
anti-CD45 conjugado a PE (Ficoeritrina, do inglés, Phycoerythrin, fornecido por
ImmunoToolsgmbn, Friesoythe, Alemanha), diluido 1:100 em PBS/BSA 1%, conforme
instru¢des do fabricante.

Para analises da expressdo da proteina Tnfaip2 (intracelular), diferentes
concentragdes de anticorpo Tnfaip2 (coelho anti IgG de camundongo), conjugado a FITC
(Invitrogen™ -Thermofisher, Massachusetts, EUA), foram testadas, com a finalidade de definir
a diluicao ideal do anticorpo. Apods lavagem da marcagdo anti-CD45, as células foram
submetidas a protocolo de permeabilizacdo conforme instrugdes do kit /C Fixation buffer
(eBioscience™ Thermofisher, Massachusetts, EUA), pela adi¢io de 100 pL de tampio de
fixagdo - (eBioscience), seguido de mix no Vortex (Phoenix — Araraquara — SP) por 1 min,
incubagado a temperatura ambiente por 30 min e protegidas da luz. Em seguida, 2 mL de tampao
de permeabilizag¢do 1 X (eBioscience) foram adicionados, € amostras foram centrifugadas a 500
xg por 5 min para descarte dos sobrenadantes e repeticdo do procedimento por mais uma vez.
Posteriormente, o pellet celular foi ressuspendido em 25 pL de tampao de permeabilizagdo 1X
contendo anti -Tnfaip2 (Invitrogen) na diluicdo 1:50 e solugdo foi incubada por 40 minutos a
temperatura ambiente, protegidas da luz. Logo, células foram lavadas, e em seguida pellet foi
ressuspendido em 25 pL de tampao de permeabilizagdo 1X contendo anticorpo secundario

(Cabra anti IgG de coelho) conjugado a Alexa Fluor ® 488 (Invitrogen™ — Thermofisher),
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diluido (10pg/mL), para incubagdo por 30 min, no gelo e protegidas da luz. Apo6s incubacao,
células foram lavadas 2 vezes consecutivas com 1X PBS.

ApoOs marcagdes de superficie e intracelular, pellet celular foi submetido a
marcacao com o kit 7-AAD (BD-Biosciences), conforme instrugdes do fabricante, para avaliar
viabilidade celular. Para isto, células foram incubadas com 100 uL do tampao do kit contendo
1 uL de 7-AAD, para incubagdo a temperatura ambiente por 15 min. Apés lavagem com PBS
1X, células foram ressuspendidas em PBS 1X para aquisi¢do em citometro Accuri™C6 (BD
Bioscences). As analises dos dados foram realizadas nos softwares BD CSampler e FlowJo. A

estratégia de gates utilizada nas analises foi descrita na Figura 20 do material suplementar.

4.6. Ensaios para analise de biologia molecular.

Para investigar a participacdo de microRNAs envolvidos na regulacdo da expressao
da proteina Tnfaip2, RNA total das células 4T1 ou MO antes ou apds cocultivos foram
extraidos. O nivel dos transcritos dos genes de Tnfaip2 e da maquinaria de processamento de
miRNAs; Drosha, Exportina 5 e Dicer, conjuntamente com sete (7) potenciais microRNAs,
selecionados da literatura ou determinados in silico, foram avaliados a fim de investigar o
envolvimento de RNAs ndo codificantes no possivel silenciamento pds-transcricional do gene

Tnfaip?2. Para isto os seguintes protocolos foram realizados:

4.6.1. Extracao de RNA total

O RNA total fo1 extraido utilizando o método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol.
Ap0s cell sorter células foram homogeneizadas em 0,5 mL do reagente TRIzol® e em seguida,
0,2 mL de cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) foram adicionados para
separacao da fase aquosa por centrifugagao a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Ao termino
da centrifugacao a fase aquosa (sobrenadante) foi coletada. Em seguida, a precipitagdo do RNA
foi realizada com adi¢do de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado para lavagem (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA). As amostras foram mixadas vigorosamente, incubadas a -20 °C
por 15 minutos e novamente centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Ao término da
centrifugacao o isopropanol foi descartado por inversdo e o RNA precipitado (pellet) foi lavado
com etanol 70% por 2 x e centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds a ultima
centrifugacdo, as amostras foram ressuspendidas em 20 pL de agua DEPC (4gua tratada com
Dietil Pirocarbonato) para armazenamento a -80°C. A quantidade e pureza do RNA extraido

foi estimada em aparelho de espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,
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Uniscience), utilizando as razoes OD 260/280 (> 1,8) ¢ OD 260/230 (> 1,0).

4.6.2. Sintese de DNA complementar (cDNA)

O DNA complementar (¢cDNA) foi sintetizado a partir da transcrigao reversa de
2000 ng de RNA total previamente extraido e armazenado em Biofreezer (-80) na presenga de
2 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript II, Invitrogen, Califérnia, EUA) de acordo
com as instrugdes recomendadas pelo fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada em reagao
com volume final de 20 pL contendo 500 uM de dNTP, 25 pg/mL de OLIGO dT, 1X solugao
tampao de primeira fita, 40 U de inibidor de RNase, 10 uM de DTT pela enzima Superscript II.
Inicialmente, a mistura de RNA, dgua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para
promover a abertura de possiveis estruturas secundarias e em seguida a reacdo de sintese
aconteceu durante 50 minutos a 50°C, como inativa¢dao enzimatica a 85°C por 5 minutos. Apos
o termino da reagdo o cDNA sintetizado foi diluido a concentragdo final de 100 ng/ pL e

armazenado a -20°C.

4.6.3. Quantificacdo da expressio génica por Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativo em Tempo Real (q-PCR)

Para o estudo da expressao génica, as reagdes foram realizadas com iniciadores
(primers) especificos descritos na Tabela 1, usando como controle enddgeno o gene de
referéncia Rnu6 (RNA, U6 small nuclear). Todas as reagdes tiveram volume final de 10 pL;
contendo 5 pLL de SYBR Green I Master (Promega Biotecnologia do Brasil, Sao Paulo, Brasil),
0,4 uM de iniciadores especificos, 1 L. do cDNA sintetizado e q.s.p. de dgua Milli-Q Rnase
free.

A quantidade relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico
comparativo 272, Neste método, a média do Ct do gene alvo é subtraida pela média do Ct dos
controles utilizados, resultando em um ACt. Para o calculo da expressdo substituimos o valor
de ACt obtido na formula 272, Os valores finais foram apresentados como razdo entre a
expressdo do gene alvo Tnfaip? em relacdo a média da expressdo génica do gene de controle

interno (Rnuo).
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Tabela 1 - Condicdes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo da expressdo génica.

Forward

AAA AAG GACCAG CCCAGATT

(MI0018016)

95°C - 15s;
Tnfaip2 (21928) 60°C - 30s; 453
Reverse TAC AGA GCC TCC ACC TTG CT 72°C - 30s
Forward AAC AGT TCA ACC CCG AAGTG | gsoc _ 156
Drosha (14000) 60°C - 30s; 145
Reverse CTC TGA GCC AGC TTC TGC TT 72°C - 30s
Forward TTC CTG ACT TCC GGCTTAGA | gsoc: _ 156:
Xpos (72322) 60°C - 30s; 138
Reverse TGG TTG ATG ACA TGC CAC TT 72°C - 30s
Forward TAA CTG GCA ATC CGA GG 05°C - 15s:
Dicer (192119) 60°C - 30s; 270
Reverse CCA TGG CAG ACA CAC TAC CTT | 72°C-30s
Forward CTC GCT TCG GC AGC ACA 05°C - 15s:
Rnu6 (19862) 60°C - 30s; 94
Reverse AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT 72°C - 30s
' Forward ATC CAG GTC TGG GGC ATG A 95°C - 15s:
miR-221 60°C - 30s: 95
(MI0000709 ThoC . 30
Reverse TTC CAG GTA GCC TGA AAC CC - 30s
Forward CCT TTC CTT ATC ACT TTT CC 05°C - 15s:
miR-184 ; :
(MI0000226) 6702% é%s’ 68
Reverse CTA CCCTTA TCA GTT CTC CG - oUs
. Forward CTC ACG GTC CAGT TTT CC 950C _ ISS
miR-143 60°C - 30s; 70
(MI0000169) oC - 30
Reverse CTC AAG AAC AGT ATT TCC AGG - U
Forward CCC TGT GGG TTG GGA AAT G 95°C - 15s:
miR-7066™"" 60°C - 30s: 63
(M10022915) e 300
Reverse CTG GGA GGC AGG CAA TGG - oUs
: NEW
miR-5107 Forward TCC AAG ATG TTG GGC AGA G 88
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95°C - 15s;
Reverse TTC ACA GGG TGA CTGGGA A | 60°C - 30s;
72°C - 30s
Forward TCG GAG GAG AGC AGA CCG 95°C - 15s:

miR-3569NEW 0o - 3OSf 5
(MI0025014) g 305’
Reverse GCT GGA GAG GAG CGC AGA - oUs
Forward | AGG AGG GAG GAT CTGCTGTT | gsoc . |5s.

miR-3103% % 60°C - 305, 67
(MI0014100) o0 300
Reverse CCT GTG GGA AGG ATC AGA GG -30s

Fonte: Proprio autor

4.6.4.

Analise da expressao de miRNAs

Foram utilizados para analise de mecanismos epigenéticos sete (7) miRNAs,

capazes de regular a expressdo da proteina Tnfaip2. Conforme descritos na Tabela 2, trés

microRNAs foram selecionados por busca na literatura (PUBMED), por correlagio com

cancer e/ ou expressao de Tnfaip2 e, quatro deles foram selecionados pela bioinformaética, por

predicdo de complementariedade com o gene alvo, porém sem artigos de sua correlagdo com

cancer ou expressao de Tnfaip2 até o momento.




Tabela 2 - microRNAs analisados por possivel regulacio na expressiao da proteina Tnfaip2
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miR-221 Literatura 1786 1022

miR-184 Literatura 346 134

miR-145 Literatura 2334 1352
miR-7066NEW Bioinformatica 0 0
miR-5107NEW Bioinformatica 4 0
miR-3569NEW Bioinformatica 0 0
miR-3103NEW Bioinformatica 0 0

Fonte: Proprio autor

4.7. Ensaio de Migracao celular

O ensaio de migragado celular wound healing foi realizado com o objetivo de avaliar
a capacidade migratoria das células tumorais 4T1 ap6s cocultivos com macréfagos e separagao
por cell sorter. Para isto, 2x10° de células 4T1 antes e ap6s interagdes com macrofagos, por 48
horas (4T1/PSwmo), foram cultivadas em placas de 12 pogos com meio completo R10. 24 horas
apos incubagdo nas mesmas condigdes de cultura, com ajuda de uma ponteira (capacidade 1000
pL) foi realizada uma linha constante "ferida" na monocamada de células. Em seguida, células
soltas pelo procedimento foram retiradas com trés lavagens consecutivas, com PBS 1 X. Apds
lavagens, meio R10 foi adicionado, as placas foram observadas em microscopio invertido

(ZEISS) e fotografadas (0 h) utilizando camera fotografica (Canon). Em seguida, células foram
incubadas nas condig¢des iniciais de cultura, por 24 horas apos a realizagao da “ferida”. Novas
fotos foram realizadas no tempo de 24 h, a fim de verificar crescimento das células tumorais na

“ferida”, como indicativo de migragao. Medidas de area do espago foram determinas utilizando
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o software ImagelJ versdo online (https.//ij.imjoy.io)

4.8. Determinacio do perfil de citocinas do kit inflammation

Amostras dos sobrenadantes das coculturas de macrofagos com células tumorais
4T1, monoculturas de células 4T1 com sobrenadante de macrofagos, monoculturas de
macrofagos e monoculturas de 4T 1, foram coletadas nos tempos de 12, 24 e 48 horas e mantidas
a -80°C, para posterior quantificacdo das citocinas IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10,
IL-6, usando o kit inflammation (BD Bioscences). Para isto, 20 uL de cada amostra (incluindo
a curva padrao) foram incubadas com 20 puL de uma mistura de beads de captura e anticorpo
secundario conjugado ao PE. As amostras foram incubadas por 2 h a temperatura ambiente ¢
protegidas da luz. Apds lavagem foram ressuspendidas em 150 pL de tampao respectivo do kit.
A aquisi¢do das amostras foi realizada no citdmetro Accuri™C6 (BD Bioscences) com total de
1800 eventos correspondendo a 300 beads por analito a ser investigado. A andlise dos dados

foi realizada utilizando o software de analises (FCAP Array software — BD Bioscences).

4.9. Analises estatisticas

Para comparagdes estatisticas, as abordagens paramétricas utilizadas foram
varidncia ANOVA de uma ou duas vias. Para respeitar os pressupostos de normalidade e
homogeneidade de variancias entre os grupos, foram aplicados os testes de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Para ANOVA de uma via foi aplicado pos teste de Tukey HSD e para
ANOVA de duas vias foi aplicado pos teste de Bonferroni.

Para andlises de correlagdes foram aplicados os testes de Pearson para dados
paramétricos e de Spearman para dados ndo paramétricos, apos avaliacdo da normalidade dos
residuos, pelo teste de Shapiro-Wilk.

Todos os valores foram representados como média + erro padrdo (SEM), com
significancia de 95%, considerando p<0,05. Analises e graficos foram realizados utilizando o

software Prisma Versao 5 (GraphPad, Lajolla, Califoérnia, EUA).
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5. RESULTADOS
5.1. Padronizac¢des das concentracoes e proporcoes celulares para realizacio dos
ensaios

Testes preliminares de culturas de macrofagos RAW 264.7 e células de
adenocarcinoma mamario 4T1 foram realizados com o intuito de obter a concentragdo “ideal”
e confluéncia adequada para visualizacdo e quantificagdo dos nanotubos de tunelamento
(TNTs). A primeira padronizacdo foi realizada com monoculturas de ambas as células,
realizadas em placas de 24 pogos nas concentragdes: 2x10%, 10x10* e 20x10*. Coculturas na
propor¢do 1:1 foram realizadas com as concentragdes: 1x10%, 5x10* ¢ 10x10* de cada tipo
celular, e na proporcdo 2:1, de macréfagos e células tumorais, sendo as concentracdes de 1x10%,
5x10* e 10x10* para macréfagos e 0,5x10%, 2,5x10* e 5x10* para células 4T1. Os cultivos foram
realizados em duplicatas. O meio indutor de TNTs utilizado no plaqueamento foi testado com
diferentes concentragcdes de soro fetal bovino (1% e 2,5%). As andlises de confluéncia e
viabilidade foram feitas nos tempos: 12, 24, 48 ¢ 72 horas. Com essas concentracdes celulares
utilizadas, confluéncia celular de 100% foi atingida em 24 horas, inviabilizando visualizagao
de TNTs nessas condi¢des (dados ndo mostrados).

A segunda padronizacdo (Figura 21 do material suplementar) foi realizada em
condi¢gdes semelhantes a primeira, porém com concentracdes reduzidas das monoculturas de
ambas as células, cultivadas em placas de 24 pogos nas concentragdes: 1x10%, 5x10* e 10x10%.
Coculturas na propor¢io 1:1 foram realizadas com as concentragdes: 1x10% 5x10% e 10x10* de
cada tipo celular, e na propor¢ao 2:1, de macrofagos e células tumorais, sendo as concentragdes
de 1x10% 5x10* e 10x10* para macréfagos e 0,5x10%, 2,5x10* e 5x10* para células 4T1. Os
cultivos foram realizados em duplicatas. O meio indutor de TNTs utilizado no plaqueamento
foi testado com diferentes concentracdes de soro fetal bovino (1% e 2,5%). As andlises de
confluéncia e viabilidade foram feitas nos tempos: 12, 24, 48 e 72 horas. Nessas condi¢des
observamos que a menor concentragio testada de 1x 10* células, ndo apresentou quantidade
suficiente para formagio de TNTs. No outro extremo, a maior concentracio testada de 10x 10*
células inviabilizou a visualizacdo dos TNTs, pela alta confluéncia celular observada. A
concentragio intermedidria de 5x 10* células, apresentou melhores resultados nos tempos de 12
e 24 horas. O tempo de 72 horas foi excluido das futuras andlises, por demonstrar grande
densidade celular em todos os grupos, inviabilizando a formagdo de TNTs. O meio indutor de
TNTs na concentragdo de 1 % de SFB também foi descartado dos ensaios posteriores, pois

apesar de exibir aumento de TNTs em relacdo ao meio usando 2,5 % de SFB, demonstrou baixa
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viabilidade celular nos tempos de 48 e 72 horas.

A terceira padronizagdo foi realizada com concentragdes intermediarias, em
monoculturas de ambas as células, realizadas em placas de 24 pocos nas concentragdes:
2,5x10%, 5x10% e 7,5x10* Coculturas na proporcio 1:1 foram realizadas com as concentragdes:
2,5x10% 5x10% e 7,5x10* de cada tipo celular. Os cultivos foram realizados em duplicatas, com
meio indutor de TNT na concentracao de 2,5% de soro fetal bovino. As analises de confluéncia
e viabilidade foram feitas nos tempos: 12, 24 e 48 horas. Nesse ensaio as células 4T1
apresentaram morfologia atipica, com baixa aderéncia e consequentemente inviabilizando as
observagoes (dados ndo mostrados).

A quarta padronizagdo foi realizada (Figura 22 do material suplementar), com
monoculturas de ambas as células, em placas de 24 pogos, nas concentragdes: 1x10%, 2,5x10% e
5x10* Coculturas na propor¢io 1:1 foram realizadas com as concentragdes: 1x10%, 2,5x10% e
5x10* de cada tipo celular. Os cultivos foram realizados em duplicatas, e os cocultivos em
quadruplicatas. Plaqueamentos foram realizados com meio R10 ¢ meio indutor de TNT na
concentragcdo de 2,5% de soro fetal bovino para comparacdo. As andlises de confluéncia e
viabilidade foram feitas nos tempos: 12, 24 ¢ 48 horas. Essa padronizacao foi realizada com
concentragdes celulares menores, cultivadas com meio R10 e meio TNT, com o intuito de
comparar a viabilidade celular nessas duas condi¢des. Os resultados observados demonstraram
que as concentracdes de menor e maior valor, 1x 10* e 5x 10* células, respectivamente, niio
adquiriram densidade adequada para visualizagdo dos TNTs. Entretanto, a concentracdo
intermedidria de 2,5x 10* células apresentou boa confluéncia para caracterizagio dos TNTs, nos
tempos analisados de 12, 24 e 48 horas. O meio TNT apresentou menor viabilidade celular em
relagdo ao meio R10, porém conforme descrito na literatura, induziu exponencial aumento de
TNTs nos grupos experimentais analisados.

A quinta e ultima padronizagao foi realizada (Figura 5) com monoculturas de ambas
as células, em placas de 24 pogos, nas concentragdes: 1x10%, 1,5x10* e 3x10*. As coculturas
foram realizadas na propor¢io de 1:1, em placas de 24 pocos, com as concentra¢des de 1x10%,
1,5x10* e 3x10* de cada tipo celular, e em garrafas de culturas pequenas, nas concentragdes de
1x10°, 1,5x10° e 2,5x10°. Os cultivos foram realizados em duplicatas e os cocultivos em
quadruplicatas. As andlises de confluéncia e viabilidade foram feitas nos tempos: 12, 24 e 48
horas. Nesse ensaio foi possivel determinar as concentracdes mais adequadas para visualizagao
dos TNTs, tanto em placas de 24 pogos usando 1,5x10* células, como em garrafas pequenas
usando 2x10° células de cada tipo celular, sendo essas as concentra¢des utilizadas nos ensaios

posteriores.
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Figura 5 — Padronizacio final de culturas celulares para caracterizacdo e quantificacio de nanotubos.
Monoculturas de macréfagos (MO), monoculturas de células de adenocarcinoma mamario (4T1) e coculturas de
macrofagos e células tumorais (MO+4T1), foram cultivadas em diferentes concentragdes, em placas de 24 pogos,
em meio indutor de TNT. As placas foram observadas nos tempos de 6, 12, 24 ¢ 48 horas por microscopia de
contraste de fase com aumento de 20%.
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5.2. Contagem de extensdes citoplasmaticas tipos TNTs

Para quantificar as extensdes citoplasmaticas tipo TNTs, analises das monoculturas
de macrofagos, ou células tumorais 4T1 e, coculturas de macrofagos com células tumorais,
mantidas em placas de 24 pogos nos tempos de 6, 12, 24 ¢ 48 horas, foram realizadas conforme
descrito no item 4.3 de material e métodos e demonstrado na Figura 6 A.

Resultados apresentados na Figura 6 B demonstraram que em 6 horas, o grupo do
cocultivo (MO+4T1) apresentou nimero médio (0,11) expressivamente menor de estruturas
tipo TNTs em relagdo ao grupo de macréfagos cultivados sozinhos MO (0,18) (p<0,05) . Em
12 horas (Figura 6 C) o grupo MO+4T1 demonstrou menor média (0,15) de estruturas tipo
TNTs quando comparado com o grupo MO (0,25) (p<0,05) e grupo de células 4T1 sozinhas
(0,24) (p<0,01). Em contrapartida, houve aumento expressivo das médias contabilizadas de
estruturas tipo TNTs no grupo MO+4T1 nos tempos de 24 horas (Figura 6 D) e 48 horas (Figura
6 E) (0,47 e 0,55, respectivamente) em relagdo as monoculturas de MO (0,34 ¢ 0,33;

respectivamente) e de 4T1 (0,34 e 0,38; respectivamente) (ambos os tempos com p<0,001).
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Figura 6 - Quantificacio de prolongamentos citoplasmaticos tipo TNTs. Aquisicdes de imagens foram
realizadas por microscopia de luz, de monoculturas de células de adenocarcinoma mamario 4T1 (4T1),
monoculturas de macréfagos (MO) e coculturas de macrofagos com células tumorais 4T1 (MO+4T1), com meio
indutor de TNTs, para contagem de células e extensdes citoplasmaticas tipo TNTs (A), e posterior avaliagdo e
comparagdo das médias nos tempos 6 h (B), 12 h (C), 24 h (D) e 48 h (E), utilizando o teste ANOVA de 1 via e
pos teste de Tukey (*p<0,05, ** p< 0,01, ***p<0,001).
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5.3. Analises da expressao da proteina Tnfaip2 em células tumorais 4T1 e macréfagos

Para investigar a expressao da proteina Tnfaip2 nas células 4T1 e MO antes e ap0s
cocultivos de ambas as células, ou cultivos com seus sobrenadantes, células das monoculturas
mantidas em meio indutor de TNTs (4T1 ou MO) ou com 20% de sobrenadante de MO
(4T1+SNwmo) ou de 4T1 (MO+SNyr1), ou da cocultura de ambas as células, (4T1+MO) por 12,

24 ou 48 horas foram coletadas e processadas para andlises por citometria de fluxo.

5.3.1. Células 4T1

Conforme demonstrado na Figura 7 A, células 4T1 quando cocultivadas com
macrofagos (4T1+(MO)), apresentaram tendéncia a reduc¢do da média de intensidade da
fluorescéncia (MFI) para Tnfaip2 em relacdo as células 4T1 cultivadas sozinhas (4T1), em
todos os tempos analisados (12, 24 e 48 h). Adicionalmente, células 4T1 cultivadas com
sobrenadante de macrofagos (4T1+SNwmo), também demonstraram tendéncia a redu¢ao do MFI
para Tnfaip2 no tempo de 12 h quando comparadas ao grupo 4T1. No entanto as diferencas
encontradas ndo foram significativas nos testes estatisticos aplicados.

Em relagdo a porcentagem de células que expressaram Tnfaip2, conforme
demonstrado na Figura 7 B, células dos grupos 4T1+(MO) e 4T1+SNmo, demonstraram
reducdo significativa no tempo de 48 h em relacdo ao grupo 4T1 (p<0,01). No tempo de 12 h
houve reducao significativa do grupo 4T1+SNwmo em relagdo ao grupo 4T1+(MO) (p<0,01).
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Figura 7 — Analise da expressio da proteina Tnfaip2 em células de adenocarcinoma mamario 4T1 durante
cocultivos. Analises por citometria de fluxo foram realizadas nas células de adenocarcinoma mamario 4T1 de
monoculturas (4T1), ou cocultivos com macréfagos (4T1+(MO)) ou cultivos com sobrenadante de macrofagos
(4T1+SNwmo), nos tempos de 12 h, 24 h e 48 h, para obteng@o de médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) (A)
ou porcentagem de células 4T1 com expressao positiva para proteina Tnfaip2 (%) (B). N=3. Teste ANOVA de 2
vias e pos teste de Bonferroni (* p<0,05, ** p<0,01).

12h
1m - F I | Garnde s E.'.:'dlkl" Caram | Mwan FLI-A A
0 44T ki) e | WSEC 1380 HTEL
] T A i e | e frE) [
03 B 4T1 ki om | W-GECS 78T e 25000+
JLIR LR AR SR SN b At 1L NQ ]
e | s 3 ST L
-:;;r.- ;TI n-: © 20000 T
el -'I' ;II - ‘= B D 4T1
e e > ]
e v, [ -
s ) AL o E 15000+ D 4T1+(MO)
S = @ 4T1+SNyo
n ~— 10000
(]
S
24 h X 5000
e A DL, P P AL, B RO w
Zerpls M Tutmel Here |Courd  Bam :TLI-A
T = T T T 0 T
e stk [T o> o <>
| = | 3] e £ aTv amouten [t A7E amoos .{L "Lb‘ b%)
b M| Cet 12471 Srda [R5z Fre 43340
B T 1407 M e, AR 1 LXa st
. S NTO AN e b (REEEOE [V, Auiby |
o H|o1aTirn MSLD Freny o B
[omzarie A5 18821 LD *%
|u-n:--:| Tk OE =g ] T *k ok
B B e B AL 100, — —
o o x Y o~ = [ ulm ] =
1+ o A .g 80-
48 h 2 0 471
: = _ 60 @ 4T1+(MO)
3 | SaTEE Nags Court |Wmaa T FLTA o o
{ = o~
i BT am e @ S B 4T1+SNyo
| zoe = a0 ke |aezEcs 1240 FrE] g 404
. NI = ] Fer @
& M| 201 £2474 S e5Ccs W M ‘Q-_
Bt ] HEEr i FeE 1 > 20
HES M ATY B | A8 e e = w
- LB WELCs F o
| e e e R e arn 0 ;
BRI FEL HT2 <o <o <o
e KON S
o T i L

Fonte: Proprio autor

5.3.2. Macrofagos

Analises de expressao de Tnfaip2 nos macrofagos, mostram que quando
cocultivados com células tumorais 4T1 (MO+(4T1)) apresentam aumento significativo do MFI
para Tnfaip2 em relacdo aos macrofagos cultivados sozinhos (MO) (p<0,01) ou cultivados com
sobrenadante de células tumorais (MO+SNyt1) (P<0,05) no tempo de 24 h, com tendéncia
também ao aumento nos tempos de 12 e 48 h, porém, ndo foram estatisticamente significativas
(Figura 8 A). J4 as monoculturas de macrofagos com sobrenadante de células 4T1 (MO+SNurt1),
ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo ao grupo macréfagos sozinhos (MO) em
nenhum dos tempos estudados, porém apresentou diferenga em relagdo ao grupo de macrofagos

cocultivados com 4T1 (MO+(4T1)) em 24 h (p< 0,05) (Figura 8 A).
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Em contraste, nas analises do percentual de células que expressaram a proteina
Tnfaip2, apesar da tendéncia de aumento observada no grupo MO+(4T1) em relagdo aos grupos
MO e MO+SNuyri, as diferengas nao foram significativas nos testes estatisticos aplicados, em

nenhum dos tempos analisados (Figura 8 B).

Figura 8 - Andlise da expressio da proteina Tnfaip2 em macréfagos durante cocultives. Analises por
citometria de fluxo realizadas em monoculturas de macrofagos (MO) ou, cocultivados com células 4T1
(MO+(4T1)) ou com sobrenadante de células 4T1 (MO+SNyr1), nos tempos de 12 h, 24 h e 48 h, para obtengao
de médias de intensidade de fluorescéncia (MFI) (A) ou porcentagem de macréfagos com expressdo positiva para
proteina Tnfaip2 (%) (B). N= 3. Teste ANOVA de 2 vias e pos teste de Bonferroni (* p<0,05, ** p< 0,01).
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5.4. Expressao do gene Tnfaip2 em células tumorais 4T1 e macrofagos apos cocultivos

Andlises da expressao de transcritos do gene Tnfaip2 por qPCR foram realizadas
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em monoculturas de células de adenocarcinoma mamario (4T1), monoculturas de macréfagos
(MO), monoculturas de células 4T1 com sobrenadante de macréfagos (4T1+SNwmo),
monoculturas de macréfagos com sobrenadante de células tumorais 4T1 (MO+SNuar1), €
coculturas de células tumorais e macrofagos, apds separagao por cell sorter (4T1/PSmo) e

(MO/PS4t1) nos tempos de 12, 24 e 48 h.

54.1. Células 4T1

Conforme observado na Figura 9, células 4T1 das monoculturas (4T1)
apresentaram menor expressao do gene Tnfaip? quando comparadas com células 4T1 apos
cocultura com macrofagos (4T1/PSmo) no tempo de 48h (p<0,01). Expressao de Tnfaip2 foi
também significativamente maior nas células 4T1/PSmo quando comparadas com células 4T1
cultivadas com sobrenadante de macréfagos (4T 1+SNmo), nos tempos de 12 h (p<0,05) e 48 h
(p<0,01) de cultura. Analises realizadas no tempo de 24 h ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos, em relagdo a expressdo de Tnfaip2, entretanto células 4T1 das
monoculturas tendem a ter niveis menores de expressdo do mesmo transcrito quando

comparados com os grupos MO+SNyt; € 4T1+SNwmo.

Figura 9 - Avaliacio dos niveis de expressao do gene Tnfaip2 em células de adenocarcinoma mamario 4T1
apos cocultivos. Células de adenocarcinoma mamario 4T1 cocultivadas com macréfagos e separadas por cell
sorter (4T1/PSmo), células 4T1 cultivadas sozinhas (4T1) e células 4T1 cultivadas com sobrenadante de
macrofagos (4T1+SNwmo) foram avaliadas por qPCR nos tempos 12, 24 e 48 horas para andlise da expressdo do
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gene Tnfaip2. Em 12 e 48 h: N=2, e 24 h: N= 3. Teste ANOVA de 2 vias e pos teste de Bonferroni (* p<0,05, **
p<0,01).
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Fonte: Proprio autor

5.4.2. Macrofagos

Em contraste com as células 4T1, analises da expressao do transcrito de Tnfaip2
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nos macrofagos, ndo evidenciaram diferencas significativas em nenhum dos tempos (Figura
10). Entretanto, foi observado que, MO apo6s cocultivo com células 4T1 (MO/PS4t1)
apresentaram tendéncia a aumentar os niveis de Tnfaip2 quando comparados com grupo MO ,
nos tempos de 12 e 24 h. Ja no tempo de 48 h, foi observada tendéncia a niveis maiores de

Tnfaip2 nos MO quando comparados com os niveis detectados no grupo MO/PSyri.

Figura 10 - Avaliacdo dos niveis de expressiao do gene Tnfaip2 em macréfagos apés cocultivos. Macrofagos
cocultivados com células de adenocarcinoma mamario 4T1 e separadas por cell sorter (MO/PS4411) e macrofagos
cultivados sozinhos (MO) foram avaliadas por qPCR nos tempos 12, 24 e 48 horas para analise da expressdo do
gene Tnfaip2. MO: N=2 em 12 e 48h, e N=3 em 24 h; MO/PS411: N=1 (pool de 2 amostras em 12 e 48h; e pool de
3 amostras em 24 h). Teste ANOVA de 2 vias e pos teste de Bonferroni.
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5.5. Avaliacao da expressao de microRNAs como possivel mecanismo envolvido na
regulacio da expressao do gene de Tnfaip2

Com o intuito de verificar se a expressdo do gene Tnfaip? estaria regulada por
mecanismo epigenético envolvendo a expressdo de microRNAs, transcritos de microRNAs
reguladores do Tnfaip2 ja descritos na literatura e correlacionados com cancer (miR-221, miR-
184 e miR-145), ou preditos por analises de bioinformatica (miR-7066NEW, miR-5107NW, miR-
3569NEWY e miR-3103NEW) com inexistente ou escassa literatura e, sem descri¢cdo em cancer ou

correlacdo com o gene Tnfaip2, foram avaliados nas células 4T1 e MO nas diferentes condicdes.

5.5.1. Células 4T1

Analises dos microRNAs jé descritos pela literatura revelaram redugdo expressiva
do transcrito miR-221 no grupo 4T1+SNwmo em relag@o aos grupos 4T1 e 4T1/PSmo no tempo
de 12 h (p<0,05), No entanto em 48 h, o grupo 4T1/PSmo exibiu aumento expressivo em relagcao
aos grupos 4T1 e 4T1+SNwmo (p<0,001) (Figura 11 A).

Em contraste com a expressao de miR-221 em 12 h, analises do transcrito miR-
184 no mesmo tempo mostrou aumento expressivo no grupo 4T1+SNmo quando comparado
ao grupo 4T1/PSmo (p<0,01). J4 em 48 h, os dados foram semelhantes, o grupo 4T1/PSmo
evidenciou aumento expressivo em relacdo aos grupos 4T1 e 4T1+SNwmo (p<0,001) (Figura 11
B). Jaa expressao do miR-145 estava aumentada significativamente no grupo 4T1 em relagao
aos grupos 4T1/PSmo (p<0,05) e 4T1+SNmo (p<0,01) em 12 h. Em 48 h houve redugao
expressiva do grupo 4T1 em relagdo aos grupos 4T1/PSmo € 4T1+SNmo (ambos com p<0,01)
(Figura 11 C).

Interessantemente, os microRNAs ainda inéditos, encontrados por analises de
bioinformatica revelaram que, células 4T1/PSmo apresentam aumento expressivo dos
transcritos miR-7066NEY, miR-5107NEW, miR-3569NW ¢ miR-3103NEW no grupo 4T1/PSmo
no tempo de 48 h em relagdo aos grupos 4T1 e 4T1+SNmo (todos com p<0,001) (Figura 11 D,
E, F e G, respectivamente).

Aumento significativo também foi observado no transcrito de miR-3569™EW no
mesmo grupo 4T1/PSmo quando comparados aos grupos 4T1 e 4T1+SNmo nos tempos de 12
h (p<0,01) e 24 h (p<0,001) (Figura 11 F). Ja a expressdo do miR-3103NFW estava também
significativamente aumentada no grupo 4T1/PSmo em relacdo aos grupos 4T1 (p<0,01) e

4T1+SNwmo (p<0,001) em 12 h (Figura 11 G).
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Figura 11 - Analise da expressio de microRNAS reguladores da proteina Tnfaip2 em células 4T1. Células
de adenocarcinoma mamario 4T1 cocultivadas com macroéfagos e separadas por cell sorter (4T1/PSwmo), células
tumorais cultivadas sozinhas (4T1) e células 4T1 cultivadas com sobrenadante de macréfagos (4T 1+SNwmo) por
12, 24 e 48 horas, foram analisadas por qPCR, para avaliacdo da expressdo dos microRNAS: miR-221 (A), miR-
184 (B), miR-145 (C), miR-7066™EW (D), miR-5107"EW (E), miR-3569NEY (F), miR-3103NEV (G) e possivel
regulagdo na expressdo da proteina Tnfaip2. Em 12 e 48 h: N=2, e 24 h: N=3. Teste ANOVA de 2 vias e p0s teste
de Bonferroni (*p<,05, **p< 0,01, ***p< 0,001).
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5.9.2. Macrofagos

Em paralelo, analises dos microRNAs j& descritos na literatura nos macréfagos, nao
apresentaram diferengas significativas entre os grupos, tampouco nos diferentes tempos.
Somente foram observadas algumas tendéncias de aumento ou reducdo em alguns casos, isto
devido ao numero de replicatas usadas (n=2). Assim, o transcrito para miR-221 mostrou
tendéncias de aumento no grupo MO/PS411 em relagdo ao MO no tempo de 24 h e, no grupo de
MO em relacdo ao MO/PS4t1, no tempo de 48 h (Figura 12 A ). Na expressdo do miR-184
também foi observada tendéncia de aumento no grupo MO/PSst1 quando comparado ao grupo
MO em 24 h, no entanto em 48 h houve inversao, com tendéncia a redugao da expressao no
grupo MO/PS411 € aumento no grupo MO (Figura 12 B). Ja andlises da expressdao do miR-145
mostraram forte tendéncia de aumento no grupo MO/PS4t1 em relagdo ao grupo MO nos tempos
de 12 e 24 h. Em contraste em 48 h o grupo MO/PS4t1 apresentou leve tendéncia a redugdo em
relacdo ao grupo MO (Figura 12 C).

Em relagdo aos microRNAs preditos pela bioinformatica, diferengas estatisticas
foram encontradas, embora tendéncias ao aumento ou a redu¢do também foram observadas na
maioria deles. Analises de expressdo do miR-7066NEW mostraram aumento significativo no
grupo MO/PS4t11 em relagdo ao grupo MO, no tempo de 24 h (p<0,05). No entanto em 48 h,
MO/PS411 demonstrou tendéncia de redugdo em relagdo ao grupo MO (Figura 12 D). A
expressdo do miR-5107NEW mostrou tendéncia de aumento no grupo MO/PS4ri em relagdo ao
grupo MO em 24 h e, tendéncia de reducao no grupo MO/PS411 em relagao ao grupo MO, em
48h. (Figura 12 E).

Em contraste, transcritos do miR-3569™EW apresentaram tendéncia de aumento no
grupo MO/PS411 em relagdo ao grupo MO, nos tempos de 12, 24 e 48 h (p<0,01) (Figura 12 F).
J4 analises do miR-3103NEW apresentaram tendencias de aumento no grupo MO em relagdo aos

macrofagos do grupo MO/PS4t1, no tempo de 48 h (Figura 12 G).
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Figura 12 - Andlise da expressio de microRNAS reguladores da proteina Tnfaip2 em macro6fagos.
Macrofagos de monoculturas (MO) ou, cocultivados com células de adenocarcinoma mamario 4T1 e separados
por cell sorter (MO/PS411) por 12, 24 e 48 horas, foram analisados por qPCR, para avaliagdo da expressdo dos
microRNAS: miR-221 (A), miR-184 (B), miR-145 (C), miR-7066™W (D), miR-5107NEW (E), miR-3569 NEV (F),
miR-3103 NV (G) e possivel regulagdo na expressdo da proteina Tnfaip2. MO: N=2 em 12 ¢ 48h, ¢ N=3 em 24 h;
MO/PS4ri: N=1 (pool de 2 amostras em 12 e 48h; e pool de 3 amostras em 24 h). Teste ANOVA de 2 vias e pos
teste de Bonferroni (*p<,05, **p< 0,01, ***p<0,001).
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5.6. Correlaciao da expressao dos microRNAs com a expressao da proteina Tnfaip2

nas células 4T1

Para verificar a possivel correlagdo da expressao dos microRNAs (miR-221, miR-
184, miR-145, miR-7066NEY, miR-5107NEW, miR-3569™Y ¢ miR-3103™Y) com a expressdo
da proteina Tnfaip2 nas culturas de células 4T1 em diferentes condig¢des, testes estatisticos de
correlagdo foram aplicados, segundo item 4.8 de material e métodos. Entretanto, nao foi

observada correlagdo significativa em nenhum dos grupos ou tempos observados (Figura 13).
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Figura 13 - Correlacio entre a expressio dos transcritos de microRNAS com a expressio da proteina
Tnfaip2 nas células tumorais 4T1. Analise da correlacdo entre a expressdo dos microRNAs miR-221 (A), miR-
184 (B), miR-145 (C), miR-7066NEY (D), miR-5107NEY (E), miR-3569NEW (F), miR-3103NEW (G) e expressdo da
proteina Tnfaip2 em células de adenocarcinoma mamario 4T1 cultivadas sozinhas, células 4T1 cocultivadas com
macrofagos e células 4T1 cultivadas com sobrenadante de macréfagos, nos tempos 12, 24 e 48 horas. Teste de
correlagdo de Pearson e Spearman.
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5.7. Avaliacao da expressao de enzimas e proteinas envolvidas na biogénese de

microRNAs em células 4T1 e macréfagos.

Com o intuito de excluir a possibilidade que alteragdes na expressdo dos
microRNAs possa estar regulada por enzimas responsaveis pela biogénese dos mesmos, niveis
dos transcritos de DROSHA, DICER e EXPOS5 foram avaliados em ambas as células nas

diferentes condigoes.

5.11.1. Células 4T1

Andlises de expressdo do transcrito da enzima DROSHA no tempo de 48 h
mostraram aumento expressivo no grupo 4T1/PSmo em relagdo aos grupos 4T1ou 4T1+SNwmo
(ambos com p<0,001) (Figura 14 A).

Em relacdo a expressdo do transcrito da enzima DICER, células 4T1/PSmo
mostraram redu¢do significativa quando comparadas aos niveis de expressao nos grupos 4T1
(p<0,01) ou 4T1+SNmo (p<0,001) no tempo de 12 h. Nesse mesmo tempo, células 4T1+SNwmo
apresentaram aumento significativo em relagcdo ao grupo 4T1 (p<0,05) (Figura 14 B).

Andlises de expressao do transcrito EXPORTINAS (EXPOS) mostraram também
em 12 h, niveis reduzidos de EXPOS5 em células 4T1/PSmo quando comparadas com os grupos
4T1 ou 4T1+SNwmo no tempo de 12 h (p<0,001). Semelhante a expressao de DICER, no tempo
de 24 h, células 4T1+SNmo demonstraram aumento da expressdo da EXPOS5 em relacdo aos

grupos 4T1 (p<0,01) e 4T1/ PSmo (p<0,001) (Figura 14 C).

Figura 14 - Anailise da expressdo dos transcritos das enzimas e proteinas envolvidas na biogénese de
microRNAs em células 4T1. Células de adenocarcinoma mamario de monoculturas (4T1) ou, cocultivadas com
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macrofagos e separadas por cell sorter (4T1/PSmo) ou com sobrenadante de macrofagos (4T1+SNwmo) por 12, 24
¢ 48 horas, foram analisadas por qPCR, para analise da expressdo dos transcritos das enzimas (A) DROSHA, (B)
DICER e (C) proteina EXPOS5 (C), envolvidas na biogénese de microRNAs. Em 12 e 48 h: N=2, e 24 h: N= 3.
Teste ANOVA de 2 vias e pds teste de Bonferroni (*p<,05, **p< 0,01, ***p<0,001).
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5.11.2. Macrofagos

Analises da expressdo dos transcritos das enzimas e proteinas envolvidas na
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biogénese dos microRNAs em macrofagos mostraram que, apds cocultura com células 4T1
(MO/PS4t11) aumentam a expressao da enzima DROSHA no tempo de 24 h em relagdo aos
macrofagos das monoculturas (MO; p<0,001). No entanto no tempo de 48 h, células MO/PS4r1,
mostraram reducao dessa enzima em relacao ao grupo MO (p<0,01) (Figura 15 A).

Em relacdo aos niveis de DICER, MO tendem a aumentar a expressdo desse
transcrito quando comparado com niveis expressos no MO/PS4ri1, nos tempos de 12 e 48 h
(Figura 15 B). Ja em relagdo a expressao de EXPORTINAS, MO tendem a aumentar a
expressao dos transcritos para EXPOS quando comparados ao grupo MO/PS4t1, nos tempos de

12 € 48 h, (Figura 15 C).

Figura 15 - Anadlise da expressido dos transcritos das enzimas e proteinas envolvidas na biogénese de
microRNAs em macréfagos. Macrofagos de monoculturas (M) ou, cocultivados com células de adenocarcinoma
mamario 4T1 e separados por cell sorter (MO/PS4t1), por 12, 24 e 48 horas, foram analisados por qPCR, para
analise da expressdo dos transcritos das enzimas (A) DROSHA, (B) DICER, (C) EXPOS5, envolvidas na biogénese
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de microRNAs. MO: N=2 em 12 e 48h, ¢ N=3 em 24 h; MO/PS41:: N=1 (pool de 2 amostras em 12 ¢ 48h; e pool
de 3 amostras em 24 h). Teste ANOVA de 2 vias e pos teste de Bonferroni (*p<,05, **p< 0,01, ***p< 0,001).
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5.8. Analise da capacidade migratoria de células 4T1 apds interacées com macrofagos

Com o intuito de avaliar a capacidade de migragao das células tumorais 4T1 apos

interacdes com macréofagos, células 4T1 cultivadas sozinhas (4T1/PS) ou cocultivadas com

macrofagos (4T1/PSwmo), foram coletadas apds separagdo por cell sorter e submetidas ao ensaio
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de wound healing - realizado em conjunto com outro estudo de nosso grupo (55).

Conforme demonstrado na Figura 16, foi possivel observar que as células 4T1/PS
demonstraram migracdo celular acentuada, conforme esperado para esse modelo, com area
estimada em aproximadamente 0,08 mm? e fechamento quase total da “ferida”. Em contraste,
as células 4T1/PSmo demonstraram redugdo da capacidade migratoria, com area da “ferida”
estimada em aproximadamente 0,22 mm? representando ser 2,75 vezes maior que a rea das

células cultivadas sozinhas.

Figura 16 — Analise da capacidade de migracio das células 4T1 apés interacoes com macrofagos. Células de
adenocarcinoma mamario de monoculturas (4T1/PS) ou cocultivadas com macréfagos (4T1/PSmo) foram
coletadas apos cell sorter e cultivadas em placas de 12 pogos por 24h. Apos adesao das células, sobrenadantes das
culturas foram removidos para adi¢do de meio completo R10. Apos 24 h, um risco vertical foi realizado em cada
pogo, seguido de 3 lavagens consecutivas com PBS 1X para eliminar células soltas e, em seguida meio R10 novo
foi acrescentado. Células foram fotografadas em 0 h antes e ap6s realizagdo da ferida e 24 h apos o procedimento.
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5.9. Analise do perfil de citocinas durante cocultivos de células 4T1 com macrofagos.

Para avaliar o perfil de citocinas predominante em cada condi¢do de cultura que
possa ter favorecido a reducao na migracao das células 4T1, sobrenadantes de monoculturas de
células 4T1 ou macrofagos ou, cocultivo de ambas células ou, cultivadas com sobrenadante
do outro tipo celular, foram coletados nos tempos 12, 24 e 48 h, para avaliar a producdo das

citocinas IL-12p70, TNF-a, [FN-y, MCP-1, IL-10 e IL-6 por citometria de fluxo.



61

Niveis significativamente aumentados da citocina MCP1 foram observados nos
grupos MO+4T1 e 4T1+SNwmo, nos tempos 12 e 24 h, quando comparados com os grupos das
monoculturas (MO ou 4T1) (P< 0,001). J& no tempo de 48 h o grupo 4T1+SNmo mostrou
aumento significativo em relagao a produgao nos grupos MO, MO+4T1 e 4T1 (todos com p<
0,001) (Figura 17 A).

Em relag@o a produg¢ao de TNF, células 4T1 ndo tiveram produc¢ao e analises entre
os grupos MO, MO+4T1 e 4T1+SNwmo nos tempos analisados, ndo apresentaram diferengas
estatisticas nos niveis desta citocina (Figura 17 B).

Producao da citocina IL-10 foi observada somente no tempo de 12 h, nos grupos
MO, MO+4T1 e 4T1+SNwmo, sem significado estatistico entre eles. Nao houve producdo nas
células 4T1 das monoculturas em nenhum dos tempos analisados (Figura 17 C).

Em relagdo a citocina IL-6, producdo foi observada nos grupos MO e MO+4T1 em
todos os tempos, porém sem diferencas estatisticas com os outros grupos. No grupo 4T 1+SNwo
niveis da citocina foram dosados somente no tempo de 48 h. O grupo 4T1 ndo apresentou
producdo dessa citocina em nenhum dos tempos analisados (Figura 17 D).

As citocinas IL-12p70 e IFN-y ndo apresentaram produ¢do em nenhuma das

condi¢cdes analisadas, por isto dados nao foram representados.

Figura 17 — Analise do perfil de citocinas durante cocultivos de células tumorais 4T1 e macro6fagos. Citocinas
do kit CBA-inflammation: MCP1 (A), TNF (B), IL-10 (C) e IL-6 (D), foram dosadas por citometria de fluxo, em
monoculturas de macréfagos (MO), coculturas de macréfagos com células tumorais 4T1 (MO+4T1), monoculturas
de células tumorais (4T1) e monoculturas de células 4T1 com sobrenadante de macréfagos (4T1+SNwmo), nos
tempos de 12, 24 e 48 h. N=3. Teste ANOVA de 2 vias e pos teste de Bonferroni (*** p<0,001).
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Nanotubos de tunelamento (TNTs) sdo extensdes de membrana, em sua maioria

abertas, circundados por bicamada lipidica e sua classificagdo pressupde alguns critérios

estabelecidos como: conter F-actina, ndo aderir ao substrato e permitir conexao entre células,

r

mediando transferéncia de material (23). Entretanto, sua caraterizagdo ¢ tecnicamente
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desafiadora por ndo existir marcadores especificos, uma vez que a F —actina estd presente em
outros tipos de saliéncias citoplasmaticas e, por serem estruturas muito frageis e sensiveis ao
processo de marcacao e fixagao (56)

Além dos nanotubos de tunelamento, saliéncias extracelulares podem ser chamadas
de estruturas tipo TNTs, por compartilharem algumas caracteristicas em comum, no entanto,
ndo ha relatos sobre a capacidade dessas estruturas de conectarem células entre si (57). Essas
estruturas incluem filopddios, citonemas, streamers e nanopodios, com fungdes ainda pouco
conhecidas (57). As estruturas mais bem descritas até o momento sao os citonemas, capazes de
captar e transportar moléculas do meio extracelular para o interior da célula agindo como
sensores, ¢ os filopoédios, que demonstraram capacidade de capturar exossomos do meio
extracelular para fibroblastos primarios humanos (57,58). Assim, no presente trabalho foi
realizada a quantificacdo de prolongamentos citoplasmaticos tipo TNTs, uma vez que hé
indicios que as saliéncias citoplasmaticas podem utilizar a mesma maquinaria celular usada na
formagao dos TNTs e que, os filopddios possam ser inclusive seus precursores (57).

Os resultados obtidos com a contagem de estruturas tipo TNTs demonstraram
reducdo significativa nos cocultivos de células 4T1 e macrofagos, nos tempos de 6 e 12 h em
relacdo as células cultivadas sozinhas, sugerindo ocorrer um tempo de adaptacdo dos tipos
celulares durante a cocultura. Ja nos tempos de 24 e 48 h houve aumento significativo da
formacao dessas estruturas em relacao aos grupos cultivados sozinhos.

No presente estudo, as células ndo foram marcadas individualmente, dessa maneira
ndo foi possivel especificar a célula de origem dos prolongamentos citoplasmaticos avaliados.
Entretanto, estudos indicaram que células de cancer de mama quando cocultivadas com
macrofagos expressaram aumento de TNTs que continham membrana de ambas as células ou
s6 de macrofagos (30) e que a presenga de nanotubos de tunelamento heterotipicos, mediando
a comunicacdo entre os dois tipos celulares, foi um mecanismo facilitador para aquisicdo de

maior potencial agressivo pelas células neoplasicas (30).

Resultados semelhantes de aumento de TNTs nas células tumorais apos contato
com macrdfagos foram encontrados em estudo com células de cancer de mama de ratos
(MTLn3) quando cocultivadas com macroéfagos RAW/LRS, ou seu sobrenadante (59). Contudo
esse estudo demonstrou que, a comunicacdao de macrdéfagos via TNTs € dependente da
sinalizacdo EGF-EGFR (Epidermal Growth Factor - Epidermal Growth Factor Receptor) o
qual depende da expressao da proteina Tnfaip2 nos macrofagos para favorecer maior potencial

de migracao e invasdo de linhagens celulares de cancer de mama em ratos (MTLn3) e também
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em humanos (MCF-7 e MDA-MB-231) (59).

Ainda hé muito a ser esclarecido sobre as proteinas e vias de sinalizacdo envolvidas
na formagao dos TNTs. Um estudo com astrocitos demonstrou que em resposta ao estresse, a
expressao de TNTs ocorreu pela ativacao da proteina p53 que regulou positivamente o fator de
crescimento epidérmico (EGF) ativando a via Akt/PI3k/mTOR para induzir a polimerizagao de
actina (60). Esse processo sugere ser mediado pela proteina Tnfaip2 que funcionou com a
pequena GTPase RalA associada a Ras demonstrando envolvimento no rearranjo do
citoesqueleto de actina (61).

Embora esteja bem descrito a crucial participagdo da proteina Tnfaip2 para
favorecer e estimular a formagao de TNTs em macréfagos, ainda em células tumorais o papel
dessa proteina no mecanismo de formagao de nanotubos nao foi bem esclarecido. Por isso, no
presente estudo analises da expressdao da proteina Tnfaip2 em células de adenocarcinoma
mamario 4T1 em diferentes condigdes de cultura, demonstraram que, essas células quando
cocultivadas com macréfagos (4T1+(MO)), tendem a reduzir a expressdo da proteina Tnfaip2,
em relagdo as células 4T1 cultivadas sozinhas (4T1), apos 12, 24 ou 48 horas de cultura. De
forma semelhante, nos tempos de 12 e 24 h, células 4T1 cultivadas com meio condicionado
com sobrenadante de cultura de macrofagos (4T1+SNwmo) apresentam também tendéncia a
concentragdes menores de Tnfaip2 quando comparadas ao grupo 4T1. Em contraste,
macrofagos apds cocultivos com 4T1 (MO+4T1) apresentaram aumento significativo da
expressao da proteina Tnfaip2 em 24 h e com a mesma tendéncia de aumento nos outros tempos
(12 e 48 h) quando comparados as monoculturas de macréfagos (MO). Em conjunto, esses
resultados indicaram que o contato direto entre c€lulas tumorais e macréfagos propiciou a
modulagdo da expressdao da proteina Tnfaip2, negativamente em células 4T1 e positivamente
em macréfagos, possivelmente pela comunicacdo intercelular via nanotubos de tunelamento.

Resultados distintos foram encontrados com células de tumor de mama de rato
MTLn3 que apresentaram aumento da expressao da proteina Tnfaip2 quando cocultivadas com
macrofagos RAW/LRS ou com macrofagos de medula (59). Entretanto, este resultado pode ter
sido devido ao reconhecimento de antigenos provenientes de espécies diferentes e ndo
necessariamente pelo contato com macrofagos.

Em contraposi¢do com analises da expressdao da proteina, avaliacdo dos niveis de
transcrito do gene Tnfaip2 demonstraram aumento expressivo nas células tumorais 4T1 apos
cocultivos com macréfagos (4T1PSwmo) em relacdo as células 4T1 nos tempos de 12 e 48h ou
em relacdo as 4T1+SNmo no tempo de 48h. Nos tempos de 12 e 24 h, embora ndo sejam

estatisticamente significantes, tendéncias ao aumento foram também observadas no grupo
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4T1PSwmo em relagdo ao grupo 4T1 ou ao grupo 4T 1+SNwmo, no tempo de 24 h. Estes resultados
indicam que a expressdo reduzida da proteina independe dos niveis altos do transcrito de
Tnfaip2 e podem ser devidos a mecanismos de regulagao pds-transcricionais.

Em contraste com as células 4T1, macrofagos apos cocultura com células tumorais
(MOPS411) apresentam tendéncia ao aumento na expressao génica de Tnfaip2 em 12 h e 24 h,
acompanhando os dados obtidos na expressdo proteica. Entretanto, no tempo de 48 h, os
MOPS411 demonstraram tendéncia a reduzir a expressao genica do 7nfaip2, mesmo que tenha
aumento na expressao da proteina, o que sugere mais uma vez participacao de mecanismos de
regulagdo pds-transcricional.

Embora a fun¢do do gene Tnfaip2 ainda seja pouco conhecida, sua expressao foi
considerada anormal em doencas infecciosas virais e bacterianas (34). Em diversos tipos de
cancer foi considerado oncogene com base em seu envolvimento no crescimento, proliferacao,
angiogénese e motilidade (34), inclusive em modelo de cancer de mama, a deplegdo da
expressao desse gene induziu diminuicao da adesdo, migragao e invasdo celular (35).

Associando os resultados até entdo obtidos, pode-se observar que cocultivo de
células 4T1 e MO induziram aumento de estruturas tipo TNTs e que por sua vez foram
induzidas pela proteina Tnfaip2, cuja expressao gé€nica estava aumentada em ambas as células
em até 24 h. Entretanto ao observar a expressdo da proteina, somente em macrofagos estava
aumentada, enquanto que em células 4T1 estava diminuida, sugerindo que, mecanismos de
controle epigenético induzidos pelo contato com macréfagos podem estar participando da
downregulation dessa proteina em células tumorais.

Sabendo que um dos mecanismos epigenéticos envolve a regulacdo da traducao de
proteinas via microRNAs especificos para cada proteina alvo, sete (7) microRNAs, cujo alvo
molecular ¢ a Tnfaip2, foram avaliados tanto no RNA total das células 4T1 e macréfagos,
antes e apos contato fisico (cocultivos) ou interacdo com fatores soliveis de ambas as células.
Dos 7, trés (3) microRNAs foram selecionados da literatura (miR-221, miR-184 ¢ miR-145)
por apresentaram estudos relacionados ao cancer e/ou com Tnfaip2 (62—64), enquanto os outros
quatro (4) foram sugeridos por predigdo pela bioinformatica (miR-7066™""Y, miR-5107NEW,
miR-3569NW, miR-3103™Y) e ndo existiam estudos publicados correlacionando-os com
cancer ou Tnfaip2.

A participagdao de microRNAs como potentes reguladores da expressao genica, tém
sido descritos em diversas doengas. No cancer, observa-se frequentemente redugao de miRNAs
maduros como consequéncia de alteracdes genéticas, modulagio epigenética, disfun¢do em sua

biogénese ou repressao transcricional generalizada (43,65). Os microRNAs aqui avaliados



66

demonstraram expressdes variadas nos diferentes tipos celulares e periodos observados.

Em geral, células 4T1 apds contato com macrofagos e separadas por cell sorter
(4T1/PSmo) exibiram aumento dos miR-7066NEW, miR-5107"W, miR-3569NEW, miR-3103NEVY,
miR-211 e miR-184 em 48 h. Esses resultados sugerem que esses microRNAs estiveram
envolvidos na regulag¢do da expressdo da proteina Tnfaip2, uma vez que os niveis do transcrito
desse gene estavam aumentados, porém a expressdo da proteina estava diminuida. Em
contraste, dados preliminares realizados com um pool de trés amostras individuais de
macrofagos cocultivos com células 4T1 e separados por cell sorting (MOPS411) exibiram
aumento em geral dos miR-7066"EW, miR-5107"EW, miR-3569NEW, miR-221, miR-184 e
miR-145 no tempo de 24 h, porém no tempo de 48 h os miR-7066™Y, miR-5107NEWY, miR-221,

ONEW apresentou tendéncia ao

miR-184 e miR-145 apresentaram redugao e, somente o miR-356
aumento.

Esses achados podem indicar uma possivel transferéncia desses microRNAs via
TNTs dos MO para células 4T1, talvez com o intuito de regular a expressao da proteina Tnfaip2
nas células tumorais e possivel mecanismo de controle da tumorigénese e/ou
progressao/invasdo tumoral. A transferéncia intercelular de miRNA pode ser mediada por
diferentes vias, como exossomos e contatos diretos célula-célula via Jungdo Gap ou TNTs (66—
68), inclusive o transporte de miRNAs via TNTs ja foi descrita in vitro entre modelos de células
estromais, osteossarcoma e cancer de ovario (69) .

Dentre os microRNAs descritos na literatura, destaca-se um trabalho de revisao que
indicou o envolvimento do miR221 em diversos processos na carcinogénese, tais como
proliferagdo, apoptose, metastase e quimioresisténcia (70). Outros estudos demonstraram que
o miR-221 participa da regulacao de alguns supressores tumorais como p27 € pS7 em diversos
tipos de cancer (71). Comumente encontra-se super expresso em canceres epiteliais, incluindo
mama (72) e foi correlacionado com menor sobrevida em pacientes com canceres de pancreas
e colorretal (73,74). Em relagcdo a Tnfaip2, o miR-221 regulou negativamente a expressao pos
transcricional da proteina, e reverteu resposta inflamatodria e apoptose de células neuronais, apos
lesdo isquémica de medula espinhal (62).

O miR-184 ja foi correlacionado com o gene Tnfaip2 em um estudo que
demonstrou que um polimorfismo no sitio de ligacdo do microRNA esta associado ao risco de
cancer gastrico (63). Em gliomas, a mimetizacdo da super expressao do miR-184 in vitro,
indicou diminuicdo da proliferacdo e invasdo celular e, in vivo, demonstrou redugdo do tumor
xenoenxertado com aumento de apoptose (75). Entretanto em outro estudo, o miR-184 estava

super expresso em tumores de lingua, e sua inibi¢cao provocou aumento da porcentagem de
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células apoptoéticas e redugdo da proliferagdo celular, indicando seu potencial oncogénico nesse
modelo (76). Em neuroblastoma, a super expressao de miR-184 demonstrou in vitro efeito
antiproliferativo, e in vivo reducao do crescimento tumoral do xenoenxerto (77).

O miR-145 quando super expresso foi capaz de reduzir a expressao da proteina
Tnfaip2, reduzindo a migragdo, invasdo e viabilidade celular em cancer de pulmao de células
ndo pequenas (64). Um artigo de revisao verificou que regulacio positiva do miR-145 induziu
maior sensibilidade a radioterapia e aos mediadores quimioterapicos, em diversos tipos de
cancer (78). Outro estudo demonstrou ainda que a regulagdo positiva desse microRNA esta
diretamente relacionada com a modula¢do de genes envolvidos na formagdo de metastases,
podendo ser considerado um possivel alvo terapéutico (79).

Com o intuito de correlacionar a expressao de microRNAs e a expressdo proteica
de Tnfaip2, andlises de correlagdao de Person foram realizadas em todos os grupos experimentais
avaliados, entretanto ndo foram encontrados dados de significancia que comprovem correlagao
entre eles. Em paralelo, levando em consideragdo que a expressdo de miRNAs ¢ diretamente
regulada pela expressdo de enzimas participantes da sua biogénese, a expressao dos transcritos
destas enzimas foi também avaliado. Assim, células 4T1PSmo demonstraram aumento
significativo da expressdo da Drosha em 48 h e reducao significativas das enzimas Dicer em 12
h e Expo5 em 12 e 24 h. J4 nos MOPSyrt| apresentaram aumento da Drosha em 24 h e redugao
em 48 h. As enzimas Dicer e Expo5 estavam reduzidas em relagdo ao grupo MO nos tempos
de 24 e 48 h. Estes dados, sugerem fortemente que nas células 4T1PSmo os microRNAs sdo
liberados “sem restricdes” e por isso conseguem regular/impedir o aumento da expressdo
proteica de Tnfaip2. J& nos MOPS4r1 0s transcritos destas enzimas estdo em geral reduzidos,
portanto os microRNAs sdo retidos e ndo conseguem impedir a expressao da proteina.

Em estudos com cancer de mama e ovario, foi observada regula¢do negativa da
expressao das enzimas Dicer e Drosha, participantes do processo de maturagdo dos microRNAs
(80,81). No entanto, em estudos com adenocarcinoma de pulmdes e prostata, foram observados
super expressdo de Dicer em determinadas fases da carcinogénese, inclusive sendo
correlacionada com pior prognoéstico (82,83). Em outro estudo elegante observaram variagdes
das expressodes de Dicer e Drosha em diferentes estidgios do cancer de pele (84).

Considerando que a proteina Tnfaip2 tém sido associada com progressdao e
metastases de células tumorais (27), a reducao da expressao dessa proteina nas células 4T1 pode
indicar possivel diminui¢do do potencial metastatico dessas células apds contato com MO.
Assim, este achado, correlaciona com dados anteriores do grupo, nos quais demonstraram que

em ensaios in vitro de wound healing, células 4T1 apds contato com MO diminuem
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significativamente sua capacidade migratoria. Trabalhos semelhantes corroboram com os
resultados observados nesse estudo, demonstrando que a deplegdo da proteina Tnfaip2 reduziu
drasticamente a proliferacdo, migragdo e invasao celular em células HK1 de carcinoma
nasofaringeo e carcinoma esofagico de células escamosas em humanos (85,86).

Em paralelo, uma vez que fatores soluveis presente no microambiente também
podem influenciar o fendtipo das células tumorais favorecendo migragao, invasao e metastases,
no presente estudo também foram avaliados os niveis de citocinas pr6 e anti-inflamatorias.
Resultados mostraram predominio da expressao da citocina MCP-1, com aumento significativo
nos cocultivos de células 4T1 e MO, 4T1+SNwmo nos tempos 12 e 24 h, ¢ do grupo 4T1+SNwmo
no tempo 48 h. Ja as citocinas TNF, IL-10 e IL-6 ndo foram expressas pelas células 4T1,
entretanto essas células tumorais induziram a diminuicao dessas citocinas, principalmente do
TNF nos macrofagos apos interacdo de ambas células, o que sugere uma forte regulagdo do
processo inflamatorio que pode favorecer em parte a progressao tumoral.

A citocina  MCP-1 também chamada CCL2 ¢ uma proteina quimioatraente de
monocitos (precursores de macroéfagos), e estd envolvida em doengas inflamatodrias e canceres
(87). No microambiente tumoral ¢ altamente expressa em células tumorais e nao tumorais,
sendo associada com crescimento, motilidade, invasdo e metastase em diferentes tipos de
cancer (87). Em um trabalho com células de cancer de mama 4T1, o aumento da citocina MCP-
1 produzida por células estromais promoveu metdstase pulmonar, no entanto a mesma citocina
produzida pelas células 4T1 pareceu nao ter o mesmo efeito na cascata metastatica (88). Nesse
mesmo estudo a deficiéncia de MCP-1 no ambiente tumoral resultou em necrose precoce,
diminui¢do da infiltracdo de macréfagos e reducdo da angiogénese (88). Em outro estudo,
pacientes com caquexia no cancer pancreatico apresentaram baixos niveis das citocinas pro-
inflamatorias IL-6, IL-1B, IFN-y e TNF, apresentando aumento apenas da MCP-1(89). Em
associagdo com os trabalhos mencionados, os resultados obtidos no presente trabalho
demonstram aumento da expressao de MCP-1 pelas células 4T1, talvez com o intuito de atrair
macrofagos e subverte-los a um perfil facilitador na progressao tumoral, ja no contexto de
reducdo dos niveis das citocinas pro-inflamatorias (TNF e IL-6), pode sugerir um mecanismo
de regulacdo do processo inflamatério como descrito acima.

Tomando em conjunto os dados do presente trabalho, o modelo atual apresenta
evidéncias que macrofagos regulam o fendtipo agressivo das células 4T 1 reduzindo a expressao
da proteina Tnfaip2 nessas células apos 48h, por mecanismos epigenéticos envolvendo a
participagdo dos miR-211, miR-184 ¢ dos microRNAs inéditos na literatura miR-7066NEY,

miR-5107"EW, miR-3569™Y e miR-3103™WY, que poderiam inclusive ser transportados via
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TNTs dos MO para as células 4T1.

Embora ensaios adicionais sejam necessarios para melhor caracterizar e quantificar
TNTs nas células 4T1 ap6s contato com MO, os dados aqui apresentados sao inéditos e sugerem
que as estruturas tipo TNTs quantificadas neste trabalho possam ser saliéncias citoplasmaticas
diferentes dos TNTs, uma vez que a proteina Tnfaip2 associada com a formagao de TNTs em
MO foi reduzida nas células 4T1 apos contato com MO. Ou ainda possam ser TNTs
predominantemente oriundos de macréfagos, uma vez que a proteina estava aumentada nessas
células, talvez estimulados para transporte de material e possivel controle da tumorigénese.

Contudo, os dados aqui apresentados mostram de forma inédita que a
downregulation da proteina Tnfaip2 via microRNAs nas células tumorais pode ser um
mecanismo molecular importante para controle de metéstases em canceres agressivos como ¢
o adenocarcinoma mamario. Portanto, estes dados sdo de grande relevancia porque além de
contribuir na compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos nas interagdes entre células
tumorais ¢ células do sistema imunologico, mostram a participagdo de novos miRNAs na

regulacdo de possiveis alvos terapéuticos para o controle ou prevengdo de metastases.

7. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos nesse estudo foi possivel concluir que, as células
tumorais 4T1 apresentam redugdo da proteina Tnfaip2 apds contato direto com macrdofagos,
com fortes evidéncias que envolvem regulacdo epigenética mediada por microRNAs. Além
disso, como a proteina Tnfaip2 estd diretamente envolvida na formacdo de nanotubos de
tunelamento, facilitando a carcinogénese, a participacao dos macrofagos nesse modelo sugere
acdo inibitdria, por possivel transferéncia de microRNAs regulatorios dos macrofagos as

células tumorais, provavelmente por contato direto via nanotubos de tunelamento.

Figura 18 - Esquema dos resultados obtidos.
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8. PERSPECTIVAS

MicroRNAs sdo importantes moduladores epigenéticos e seu papel funcional na
carcinogénese tem muito a ser elucidado. Nossos achados sao considerados inéditos em células
4T1 e alta relevancia para estudos adicionais mais aprofundados para melhor compreensao dos
mecanismos epigenéticos envolvidos na modulacdo da expressdo da proteina Tnfaip2 e sua

participagdo na formagdo de TNTs em células tumorais.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

10.1. Purificacio de células de adenocarcinoma mamario 4T1 pela técnica de cell sorter

apos cocultivo com macrofagos.

Células de adenocarcinoma mamario 4T1 cocultivados com macrofagos foram

submetidas a técnica de cell sorter para obtencdo de populagdes de células 4T1 puras (single

cells). Conforme demonstrado na Figura 19, foi utilizada a estratégia de gates para andlises de

populagdes viaveis (P1, Figura 19 A), apds exclusdo de doublets (P2, Figura 19 A) e as

respectivas populacdes desejadas: macrofagos (P4: Anti-CD45/ FITC-A +) ou s6 4T1 (P3:

FITC-A -). Apos separacdo, macrofagos e células tumorais 4T1 dos cocultivos foram coletadas

com pureza de 91,9% (Figura 19 B).
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Figura 19 - Purificacdo de células de adenocarcinoma mamario 4T1 apds cocultivo com macréfagos.
Macroéfagos marcados ( Anti-CD 45/ FITC +) e células tumorais 4T1 (Anti-CD 45/ FITC -), foram cultivadas por
48 horas para posterior purificacao pela técnica de cell sorter. (A) Pré-sorting (B) Pos- sorting.

A
i rrane O - 4V 3 . 24hs cocuttivo-4T1 3 24hs cocultivo-4T1_3
LR | §53 18]
e = §_E = a3
< g T = <]
& G =7
£ o g m
wa CDS_.‘
Cr 2
4 = 3
I'III'I 11|'||||r|rrrri|||1'| 1 F|Tlrl[l'|'r'||'|rlT[ Tl'|TIq I"'ITI""I
00 160 00 350 S W00 1% wWe 1% 0w w0t
FeC-A i 1,000 SEC-W {x 1,000) 1,182 FITC-A
B
o 24hs cocultiva-pos sor 4T1 Ahs cocultivo-pos sart 4T1 _ éjhs cocultivo-pos sort 4TH 2
- - =
3 '?'_- g‘“: § N: &
- = e = 2 ureza
&8 =& #1 oo
* 2 T 23 &
o~ a=1 o 1
Lo Jk ® 7 A
ZF°E ® g - e
3 a1 “ T ] " ]
.,...||||||||||||...|..||| _TT”F;”rt"::i"”']"r'r [l URELLL 1||rl|',|‘lllllr":l
50 00 M0 00 280 @ 00 180 M0 %0 e 010 10 10 10
FSC-A (x 1.000) SEC-W (x 1.000) FITC-A

Fonte: Proprio autor

10.2. Estratégias de gates utilizadas na citometria de fluxo para analise da proteina
Tnfaip2.

Conforme demonstrado em Figura 20, foram utilizadas estratégias de Gates para
selecionar populagdes celulares de interesse e obtengdo de medias de intensidade de
fluorescéncia (MFI), na expressdo positiva da proteina Tnfaip2 em células de adenocarcinoma
mamario 4T1 e macréfagos, apds cocultivos de ambas as células ou exposi¢do aos seus

sobrenadantes.

Figura 20 - Estratégias de gates utilizadas para anadlise da proteina Tnfaip2. Populagdes celulares foram
selecionadas em R1 de acordo com a granulosidade (A). Células viaveis foram determinadas por marcadores
7AAD em Live cells (B). Macrofagos foram selecionados por expressdo positiva para CD45+ e células de
adenocarcinoma mamario 4T1 por expressdo negativa para CD45- (C). Macrofagos (D) e células 4T1 (E) foram
determinados para obter a média de intensidade de fluorescéncia (MFI) do marcador da proteina Tnfaip2+ (F).
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Figura 20 - Segunda padronizacio de culturas celulares para caracterizacio e quantificacio de nanotubos.
Monoculturas de macréfagos (MO), monoculturas de células de adenocarcinoma mamario (4T1) e coculturas de
macrofagos e células tumorais (MO+4T1), foram cultivadas em diferentes concentragdes ¢ proporgdes, em placas
de 24 pocos, em meio indutor de TNT com concentragdo de 1% e 2,5 % de Soro fetal bovino. As placas foram
observadas nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas por microscopia de contraste de fase, com aumento de 10x.
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Figura 21 - Quarta padronizacao de culturas celulares para caracterizaciio e quantificacio de nanotubos.
Monoculturas de macrofagos (MO), monoculturas de células de adenocarcinoma mamario (4T1) e coculturas de
macrofagos e células tumorais (MO+4T1), foram cultivadas em diferentes concentragdes, em placas de 24 pogos,
em meio indutor de TNT e meio R10. As placas foram observada nos tempos de 12, 24 ¢ 48 horas por microscopia
de contraste de fase, com aumento de 20x
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