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BONELA, L. A. Efeitos da L-arginina sobre o sistema oxidativo em células MCF-
7 de cancer de mama. 2020. 56f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) —

Programa de Pés-Graduacgdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

RESUMO

O uso da L-arginina (L-ARG) na suplementacdo dietética do paciente
oncologico tem apresentado resultados positivos devido a sua relevancia em
diferentes sistemas do corpo, mas seu uso pode ter efeitos diretos sobre as células
tumorais. As abordagens terapéuticas contra o cancer tem sido alvo de varios estudos,
pois em muitos casos as formas de tratamentos séo eficazes, porém as comorbidades
Sdo agravantes para o0 prognostico e sobrevida, incluindo o cancer de mama. No
entanto, in vitro, a associacdo da L-ARG com outras moléculas tem se mostrado eficaz
na reducdo do crescimento de ceélulas tumorais, além da melhora na resposta
imunolégica de pacientes. Desta forma, o uso de células tumorais de mama da
linhagem MCF-7 podera mostrar quais os efeitos de diferentes doses de L-ARG sobre
0 sistema oxidativo celular. O tratamento consistiu na exposi¢cdo as concentracfes
800/1600/3200 pg/mL de L-ARG por 48h. O ensaio AlamarBlue® foi utilizado para
medir a proliferacdo e avaliar a viabilidade da célula. Avaliacdo da expressdo da
catalase, da subunidade gp91phox, e CtIP, foi feita por Western blot e o software
ImageJ foi utilizado para mensurar a quantidade de cada proteina. Os dados foram
analisados no software GraphPad Prism®8.0.2 e utilizando o teste one-way ANOVA.
As alteracBes nas células MCF-7 foram: aumento da quantidade da subunidade
gp91phox, reducdo da catalase e aumento na quantidade de CtlIP tempo dose
dependente. O tratamento com L-ARG em células tumorais MCF-7 reduziu a
expressdo da CAT, aumentou a gp91phox e CtIP. Na dose 3200ug/mL houve uma
reducao da viabilidade celular. Esses resultados podem contribuir para associacao da

L-ARG as terapias convencionais no tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama, MCF-7, tratamento, L-arginina, viabilidade celular.



Therapeutic potentials of L-arginine on the oxidative system in breast cancer
MCF-7 cells.

BONELA, L. A. S Effects of L-arginine on the oxidative system in breast cancer
MCEF-7 cells. 2020. 56f. Dissertation (Master in Biotechnology) - Graduate Program in
Biotechnology, UFES, Espirito Santo. Brazil.

ABSTRACT

The use of L-arginine (L-ARG) in the dietary supplementation of cancer patients has
shown positive results due to its relevance in different systems of the body, but its use
can have direct effects on tumor cells. Therapeutic approaches against cancer have
been the subject of several studies, as in many cases the forms of treatments are
effective, but comorbidities are aggravating for prognosis and survival, including breast
cancer. However, in vitro, the association of L-ARG with other molecules has been
shown to be effective in reducing the growth of tumor cells, in addition to improving the
immune response of patients. Thus, the use of MCF-7 breast tumor cells may show
the effects of different doses of L-ARG on the cellular oxidative system. The treatment
consisted of exposure to concentrations 800/1600/3200 pg / mL of L-ARG for 48 hours.
The AlamarBlue® assay was used to measure proliferation and assess cell viability.
Evaluation of the catalase expression, the gp91phox subunit, and CtIP, was performed
by Western blot and the ImageJ software was used to measure the amount of each
protein. The data were analyzed using the GraphPad Prism® 8.0.2 software and using
the one-way ANOVA test. The changes in MCF-7 cells were: increased amount of the
gp91phox subunit, reduced catalase and increased amount of CtIP time dependent
dose. Treatment with L-ARG in MCF-7 tumor cells reduced CAT expression, increased
gp91phox and CtIP. At the 3200ug / mL dose, there was a reduction in cell viability.
These results may contribute to the association of L-ARG with conventional therapies

in the treatment of breast cancer.

Keywords: Breast cancer, MCF-7, treatment, L-arginine, cell viability.
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1. Introducéo

O céancer é o principal problema de saude publica no mundo e j& esta entre as
quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria
dos paises. A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em
parte pelo envelhecimento e crescimento populacional, como também pela mudanca
na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco de céncer, especialmente aos

associados ao desenvolvimento socioeconémico (BRAY et al., 2018).

Segundo estimativas mundiais, no ano de 2018, ocorreram 18 milhdes de casos
novos de cancer (17 milhdes sem contar os casos de cancer de pele ndo melanoma)
e 9,6 milhdes de obitos (9,5 milhdes excluindo os canceres de pele ndo melanoma).
O céancer de pulmao é o mais incidente no mundo (2,1 milhdes) seguido pelo cancer
de mama (CM) (2,1 milh&es), colon e reto (1,8 milhdo) e prostata (1,3 milhdo). A
incidéncia em homens (9,5 milhdes) representa 53% dos casos novos, sendo um
pouco maior que nas mulheres, com 8,6 milhdes (47%) de casos novos. Os tipos de
canceres mais frequentes nos homens foram o cancer de pulméo (14,5%), préstata
(13,5%), célon e reto (10,9%), estdbmago (7,2%) e figado (6,3%). Nas mulheres, as
maiores incidéncias foram CM (24,2%), colon e reto (9,5%), pulm&o (8,4%) e colo do
atero (6,6%) (BRAY et al., 2018).

Segundo estimativas para o Brasil, cada ano no biénio 2018-2019 ocorreram
600 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (cerca
de 170 mil casos novos), ocorreram 420 mil casos novos de cancer (INCA, 2017).
Para o CM, no ano de 2019 ocorreram 59.700 casos novos, 0 que representa 29,5%
dos canceres em mulheres (INCA, 2019). Para cada ano do triénio 2020-2022
ocorrerdo 625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de
pele ndo melanoma). O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil),
seguido pelos canceres de mama e prostata (66 mil cada), colon e reto (41 mil),
pulmao (30 mil) e estdmago (21 mil) (INCA, 2019b).

No Espirito Santo, sdo esperados, para 2020, 10.880 casos novos de cancer
(3.690 de pele ndo melanoma), sendo os mais frequentes os de mama (790) e préstata
(1.380). Quando comparamos as taxas Estado vs. Capital, observamos que o CM é
mais frequente na capital (Vitoria) com 39,57 (INCA, 2019b).
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Apesar do aumento no nimero de casos, 0 cancer de mama € 0 que possui a
melhor sobrevida entre todos os tipos de canceres. O Brasil esta entre os 17 paises
em que a sobrevida em cinco anos ultrapassa os 85% dos casos. As estimativas de
sobrevida em cinco anos foram de 76,9% (75,5 - 78) para o periodo de 2005 a 2009
e de 75,2% (73,9 - 76,5) para o periodo de 2010 a 2014. No ranking, especificamente
com 87,4%, esta a frente de paises como os Estado Unidos (88,6%), Canada (85,8%),
Australia (86,2%), China (80,9%), e, na América do Sul, Argentina (76,6%)(figura 1)
(ROSER; RITCHIE, 2019). Porém, fatores relacionados ao conhecimento da doenca
e as dificuldades de acesso das mulheres aos métodos diagndsticos e ao tratamento
adequado e oportuno resultam na chegada das pacientes em estagios mais

avancados do cancer de mama, piorando o prognostico (INCA, 2019).

80,9%

76,6%

10%
No data ‘

Figura 1- Sobrevida dos pacientes com cancer de mama (CM) em cinco anos contados a
partir do diagndstico. Fonte: adaptado de Our World In Date.

A etiologia do cancer de mama é complexa, multifatorial, e possui fatores de
risco de natureza genética e ndo-genética que interagem entre si, contribuindo para a
carcinogénese e progressado do cancer de mama (ANTOGNELLI et al.,, 2009; DA
FONTE DE AMORIM et al., 2002).

Pesquisas epidemioldgicas identificaram condi¢des individuais, de estilo de
vida e ambientais que aumentam a probabilidade de desenvolvimento do cancer de

mama. Alguns fatores de risco, como os hereditarios, hormonais e reprodutivos, certos
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tipos de doenca benigna da mama, idade e raca, ndo podem ser alterados
(APOSTOLOU; FOSTIRA, 2013; LEVY-LAHAD; FRIEDMAN, 2007; LORI JARDINES,
MD, SHARAD GOYAL, MD, PAUL FISHER, MD, JEFFREY WEITZEL, MD, MELANIE
ROYCE, MD, PHD, SHARI B. GOLDFARB, 2015; SINGLETARY, 2003; WORSHAM
et al., 2007). Porém, fatores ambientais ou comportamentais, tais como reposi¢cao
hormonal, ingestdo de bebidas alcoolicas, excesso de gordura corporal, radiacao
ionizante em térax e uso de tabaco podem ser reduzidos (AL-DELAIMY et al., 2004;
LORI JARDINES, MD, SHARAD GOYAL, MD, PAUL FISHER, MD, JEFFREY
WEITZEL, MD, MELANIE ROYCE, MD, PHD, SHARI B. GOLDFARB, 2015; LUO et
al., 2011; SINGLETARY, 2003; VAN DEN BRANDT et al., 2000). A pratica regular de
atividade fisica e a amamentacao também sdo formas de se proteger do cancer de
mama (KYU et al., 2016). Alguns desses fatores afetam o risco de desenvolver cancer
de mama mais do que outros e podem mudar ao longo do tempo, como o
envelhecimento populacional ou as mudancas culturais em estilos de vida (INCA,
2019a).

A idade é um dos mais importantes fatores de risco, pois esta relacionado a
diversas alteracGes fisiologicas que determinam alteracbes moleculares que
combinadas a fatores mitogénicos e associados a insuficiéncia e desregulacdo do
sistema imunolégico favorecem a proliferacao celular (DA SILVA; DA SILVA, 2005). A
incidéncia de CM esta relacionada ao aumento da idade, sendo que a maior taxa de
morte acontece entre 40 (99,3%) e 60 (71,2%) anos (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2017).

Fatores reprodutivos como menarca precoce, menopausa tardia, idade tardia
na primeira gestacao e baixa paridade podem aumentar o risco de cancer de mama
(KEY; VERKASALO; BANKS, 2001). A cada um ano de atraso na menarca ou parto
adicional o risco de desenvolvimento do CM é reduzido em 5% e 10%,
respectivamente. O reducdo do risco por nascimento € maior para nascimentos em
idades jovens do que em idades mais avancadas, esse é 30% menor do que em

mulheres com um primeiro nascimento apos os 35 anos (WASHBROOK, 2006).

Em relacdo ao estrogénio, tanto exdégeno quanto o enddgeno, estdo associados
com um aumento do risco de CM. O estrogénio é responsavel pelo desenvolvimento

feminino, com multiplicacéo celular sistematica e organizada. Quando a proliferacéo
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celular, estimulada por vias hormonais, ocorre de forma descontrolada, isso pode ser
um dos fatores contribuintes para o aparecimento de canceres, em especial o CM
(MARINHEIRO et al.,, 2003). Dados epidemiolégicos recentes mostraram que a
exposi¢éo precoce (menarca jovem) tem um efeito mais significativo sobre o risco de
cancer do que a menopausa tardia. Em apoio a isso, também €& sabido que a
exposicao hormonal aberrante antes da puberdade também pode aumentar o risco de
CM (DALL; BRITT, 2017).

O consumo de alcool foi associado positivamente ao risco de CM receptor de
estrogénio positivo/negativo (ER+/-) (JUNG et al., 2016). Uma meta-analise baseada
em 53 estudos epidemiologicos indicou que uma ingestao de 35-44 gramas de alcool
por dia pode aumentar o risco de CM em 32%, com um aumento de 7,1% no risco
relativo (RR) para cada 10 gramas adicionais de alcool por dia (HAMAJIMA et al.,
2002). O tabagismo, fator estudado ao longo dos anos com resultados contraditérios,
é atualmente reconhecido pela International Agency for Research on Cancer (IARC)
como agente carcinogénico com limitada evidéncia de aumento do risco de CM em
humanos(WILD CP, WEIDERPASS E, 2020).

O historico familiar € o segundo fator que mais contribui sendo que
aproximadamente um quarto de todos os casos de CM esta relacionado a historia
familiar e, normalmente associado a presenca de mutacdes em determinados genes,
especialmente BRCA1 e BRCA2 (ADAMI; HUNTER; TRICHOPOULOS, 2008). Um
estudo de coorte com mais de 113.000 mulheres no Reino Unido demonstrou que
mulheres com um parente de primeiro grau com CM tinham um risco 1,75 vezes maior
de desenvolver essa doenca do que mulheres sem parentes relacionados. Além do
aumento no risco em 2,5 vezes ou mais em mulheres com dois ou mais parentes de
primeiro grau com CM (BREWER et al., 2017).

Apesar do fator genético exercer um importante papel na carcinogénese, séo
raros 0s casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores hereditarios,
familiares e étnicos. Existem ainda alguns fatores genéticos que tornam determinadas
pessoas mais suscetiveis a acdo dos agentes cancerigenos ambientais. Isso parece
explicar porque algumas mulheres desenvolvem cancer e outras ndo, quando

expostas a um mesmo carcinégeno(INCA, 2018)(INCA, 2018). Os fatores podem
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interagir de diversas formas, dando inicio a carcinogénese, porém entre 80% e 90%

dos casos de cancer estdo associados a causas externas (INCA, 2018).

O estudo de Hanahan e Weinberg (2011) forneceram uma estrutura I6gica para
compreender o processo de varias etapas da patogénese tumoral em que as
alteracdes no funcionamento da célula levam a aquisicao da capacidade de sustentar
a sinalizacdo proliferativa, evitar a supressdo do crescimento, evitar a destruigéo
imune, permitir a imortalidade replicativa, resistir a apoptose, desregular a energia
celular, induzir a angiogénese e ativar invasao e metastase. Também, foi dada énfase
adicional a interacdo das células tumorais e das células mesenquimais que formam o
estroma associado ao tumor ou o microambiente do tumor, sendo dessa forma

considerado uma patologia de origem multifatorial.

Apesar da etiologia da carcinogénese ser extremamente complicada e envolver
muitos niveis diferentes de regulacdo, sabe-se que em geral se da lentamente,
podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um
tumor visivel. Esse processo passa por varios estagios antes de chegar ao tumor. O
primeiro deles séo alteracbes genéticas que podem acontecer em genes especiais,
denominados protoncogenes, que a principio sao inativos em células normais.
Quando ativados, 0s protoncogenes tornam-se oncogenes, responsaveis por

transformar as células normais em células cancerosas (INCA, 2018).

A carcinogénese é determinada pela exposicdo a agentes quimicos, fisicos e
biol6gicos que podem ativar os protoncogenes, em uma dada frequéncia e em dado
periodo de tempo, e pela interacdo com vias moleculares enddégenas que também
podem causar mutacdes nesses genes criticos através da producdo de espécies
reativas de oxigénio que danificam as macromoléculas celulares, incluindo o DNA.
Devem ser consideradas, no entanto, as caracteristicas individuais, que facilitam ou
dificultam a instalagcédo do dano celular (PETERS; GONZALEZ, 2018). Esse processo

€ composto por trés estagios: iniciagdo, promog¢ao, progressao.

Existem duas hipGteses para a iniciagdo e progressao do CM: a hipotese das
células-tronco cancerigenas (cancer steam cells-CSC) e a hipétese estocastica
(SGROI, 2010).
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A hipotese CSC sugere que todos os subtipos de tumores sdo derivados das
mesmas células-tronco ou células progenitoras. Mutagdes genéticas, epigenéticas, e
exposicdo a fatores de risco, adquiridas em células-tronco ou células progenitoras
levariam a diferentes fenotipos tumorais (Figura 2A). A hipOtese estocastica é que
cada subtipo de tumor é iniciado a partir de um anico tipo de célula (célula-tronco,
célula progenitora ou célula diferenciada) (Figura 2B). Mutacdes aleatérias podem se
acumular gradualmente em qualquer célula da mama, levando a sua transformacao
em células tumorais quando muta¢fes adequadas se acumularem. Embora ambas as
hipéteses sejam apoiadas por muitos dados, nenhuma delas pode explicar

completamente a origem do CM humano (SUN et al., 2017).

Triplo negativo Luminais HER2 Triplo negativo Luminais HER2
RH-, HER2- RH+, HER2- RH-, HER2+ RH-, HER2- RH+, HER2- RH-, HER2+

O ©

Subtipos

Células tronco do
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A ou diferenciadas

B
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* Mutacdes aleatérias \ Fatores carcinogénicos » Alteragdes epigenéticas

Figura 2- Origem das células tumorais do CM segundo a hip6tese stem cell cancer (CSC) (A)

e a hipétese estocastica (B).

As células-tronco do CM (bCSCs) foram identificadas pela primeira vez por Ai
Hajj e até 100 bCSCs poderiam formar novos tumores em camundongos
imunocomprometidos (AL-HAJJ et al., 2003). E mais provavel que as CSCs se
originem de progenitores epiteliais luminais e n&o de células-tronco basais
(MOLYNEUX et al., 2010). As vias de sinalizac&o, incluindo Wnt, Notch, Hedgehog,
p53, PI3K e HIF, estdo envolvidas na auto renovacéo, proliferacéo e invasdo de CSCs
(BOLLATI et al., 2009; VALENTI et al., 2017).
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Vale ressaltar que, em ambas as hipoteses, os fatores ambientais séo cruciais
para o desenvolvimento das células tumorais. Porém, no processo de iniciacao, genes
que regulam o ciclo celular também sofrem mutagBes por vias enddgenas (por
exemplo, espécies reativas de oxigénio e/ou falta de reparo do DNA) (PETERS;
GONZALEZ, 2018).

A aparéncia, o desenvolvimento e a progressdo do cancer sao caracterizados
por um acumulo progressivo de mutagdes genéticas que abolem as restricdes naturais
da divisdo celular em organismos pluricelulares. Enquanto nas células normais as
mutacBes acontecem lentamente devido a existéncia de multiplos mecanismos que
as impedem, nas células pré-cancerosas e cancerigenas as mutacdes se acumulam
de maneira acelerada, um fendmeno conhecido como instabilidade gendmica
(NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010).

Essa instabilidade possibilita as capacidades funcionais essenciais das células
cancerosas para sobreviver, proliferar e disseminar, além da resposta inflamatoria
mediada pelas células imunes recrutadas pelo estroma de células malignas
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). A fidelidade e integridade da sequéncia gendémica,
particularmente nas células aerObias, é continuamente desafiada devido a
instabilidade inerente do DNA, rea¢cdes quimicas espontaneas, exposicao a espécies
reativas de oxigénio (EROs) e/ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs) enddgenos
e outras moléculas pré-oxidantes reativas. Essas espécies reativas produzem
multiplos danos oxidativos ao DNA em organismos aerébicos, incluindo bases de DNA
oxidadas, fragmentos de acucar oxidado, sitios abasicos e quebras de fita simples
(single strand base - SSBs), quando SSB acontece durante a replicacdo, surgem as
qguebras de dupla fita (double strand break-DSB) (HEGDE; 1ZUMI; MITRA, 2012).
Embora as DSBs néo reparadas sejam letais, as lesdes de base oxidada podem ser
mutagénicas, citotéxicas ou ambas. Assim, as células precisam de um sistema eficaz
de reparo do material genético. O reparo de DSBs, o tipo de lesdo que pode causar a
inviabilidade celular, pode ser realizado por duas vias principais: reparo por
recombinacdo homologa (HR) e reparo por juncdo ndo homoéloga (NHEJ, non-
homologous end-joining) (HARTLERODE; SCULLY, 2009).

As células tumorais estdo comumente expostas a condi¢des de estresse, como

hipoxia (baixos niveis de oxigénio), perda de adesdo célula-célula e célula-matriz
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extracelular, desbalanco no metabolismo oxidativo e diversos fatores ambientais
(DHILLON et al., 2007). Varios modelos in vitro e in vivo mostram que sinais
oncogénicos como Ras e Bcr-Abl promovem a geracdo de EROs, contribuindo para o
estresse oxidativo nas células cancerigenas. A supressao da eliminacado de EROs ao
eliminar as o sistema antioxidante inerente, ou parte dele, também causa estresse
oxidativo, levando a um aumento no risco de cancer (LU; OGASAWARA; HUANG,
2007).

O aumento da producdo de EROs tem sido observado em cancer, doencas
degenerativas e outras condi¢cdes patoldgicas. As EROs podem estimular a
proliferacdo celular, promover instabilidade genética e induzir respostas adaptativas
que permitem que as células cancerosas mantenham seus fendtipos malignos. No
entanto, quando o equilibrio redox celular € gravemente perturbado, altos niveis de
EROs podem causar varios danos, levando a morte celular(LU; OGASAWARA,;
HUANG, 2007). A perda do equilibrio entre producdo e eliminacdo de EROs e/ou
ERNs (como o6xido nitrico, NO), € chamado de estresse oxidativo. Isso pode resultar
em danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas. Além de fragmentacdo do DNA, as ERO
podem causar o mal funcionamento do sistema de reparo do genoma, contribuindo

para o desenvolvimento do cancer (SOSA et al., 2013).

Uma vez estando biodisponiveis no meio, as EROs podem interagir com
diferentes substancias, propiciando danos a macromoléculas (ex.: proteinas, lipideos
e DNA) e perturbando os processos de sinalizacdo dependentes de oxirreducao na
parede vascular (PISOSCHI; POP, 2015).

A NADPH oxidase é uma das principais fontes de EROs. Esta presente em
macrofagos e neutrofilos, sendo um complexo proteico multimérico com componentes
na membrana celular e no citoplasma. O componente associado a membrana € o
citocromo b558-oxidase, formado por uma subunidade maior, a gp91phox (o termo
“phox” deriva de “phagocytic oxidase”) (LASSEGUE; CLEMPUS, 2003), e uma menor,
p22phox. Além dessas, a enzima compreende trés subunidades citoplasmaticas
(p47phox, p67phox e p40phox) e uma proteina G regulatoria (Rac2). A ativagédo da
NADPH oxidase inicia-se pela fosforilacdo (em serina) da subunidade citoplasmatica
p47phox, desencadeando sua migragcédo para a membrana, onde, juntamente com a
Rac, associa-se ao citocromo b558, iniciando a atividade catalitica da enzima (CAlI,
GRIENDLING; HARRISON, 2003).
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O aumento da producdo de EROs tem sido observado em cancer, doencas
degenerativas e outras condicdes patologicas. As EROs podem estimular a
proliferacdo celular, promover instabilidade genética e induzir respostas adaptativas
que permitem que as células cancerosas mantenham seus fenotipos malignos. No
entanto, quando o equilibrio redox é gravemente perturbado, altos niveis de EROs
podem causar varios danos ativando a sinaliza¢cao antitumorigénica, levando a morte
celular (LU; OGASAWARA; HUANG, 2007; MOLONEY; COTTER, 2018). O sistema
antioxidante é responsavel pelo controle das EROs que, em coordenacao,
transformam estas moléculas em substratos menos nocivos ou inécuos. Dentre as
principais enzimas antioxidantes temos: Superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) (TOUYZ; SCHIFFRIN,
2004) (figura 3).

A SOD converte superoxido(Oz2) em H202. O H202 pode entdo passar pela
quimica de Fenton com Fe?* para formar OH-, que é extremamente reativo, causando
danos ao DNA, proteinas e lipidios. O H202 pode ser reduzido e convertido em H20
por peroxirredoxinas (PRX), glutationa peroxidases (GPX) e catalase. O H202 é uma
molécula de sinalizacdo envolvida no cancer, resultando no desenvolvimento e

progressédo da doenca.

2GSH GSSG

/ Cpx /

Fe" Fe"
Citocromo . .

— _.o,_. - OH 0

CAT

Figura 3 — Atividade dos principais componentes do sistema antioxidante. Superédxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT) sdo
0s principais sistemas de defesa enzimética endégena de todas as células aerdbias. Eles
protegem diretamente os radicais superoxido e o peroxido de hidrogénio, convertendo-os em
espécies menos reativas. O SOD catalisa a dismutacdo do radical superoxido (O2) em

peroxido de hidrogénio (H-0O.). Embora o H.O. ndo seja um radical, ele é rapidamente
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convertido pela reacdo de fenton no radical OH-, que é muito reativo. O GPx neutraliza o
peréxido de hidrogénio, tomando hidrogénios de duas moléculas de GSH, resultando em duas
H>0O e uma GSSG. O GR regenera entdo o GSH do GSSG. CAT, a parte importante da defesa

enzimatica, neutraliza o H.O, em H,O.

Além dos conhecidos genes BRCA1 e BRCA2, defeitos hereditarios nos genes
necessarios para o0 reparo do DNA por recombinacdo homologa, como
PALB2/FANCN(RAHMAN et al., 2007), BACH1/BRIP1/FANCJ (CANTOR et al., 2001;
LITMAN et al., 2005), ATM (RENWICK et al., 2006), NBS1(STEFFEN et al., 2004),
RAD50 (HEIKKINEN, et al., 2006) e RAD51C (MEINDL et al., 2010), foram implicados

na suscetibilidade ao CM.

Varias enzimas estdo envolvidas no processo de reparo do DNA. Dentre elas,
podemos destacar a endonuclease CtIP codificada pelo gene RBBP8. CtIP esta
envolvida em varios processos, incluindo transcricdo, replicacdo e reparo do DNA,
além de checkpoints do ciclo celular em G1 e G2. A CtIP desempenha um papel
importante no reparo por recombinacdo homologa, pois interage com a proteina
supressora de tumor BRCA1(WANG et al.,, 2016) que coopera com o complexo
MRE11-RAD50-NBN (MRN) na resseccdo da extremidade do DNA (SORIA-
BRETONES et al., 2013)

Sabe-se que CtIP, é frequentemente regulada negativamente no CM, bem
como em outros tipos de cancer. Wang e colaboradores, 2016, mostraram que as
células de CM com defeitos na funcéo CtIP séo hipersensiveis aos inibidores de PARP
(Poli (ADP-ribose) polimerase-1) olaparibe e veliparibe. Neste mesmo estudo,
mostraram que 0s pacientes, cujos tumores eram do tipo TNBC, com baixa expressao
de CtIP tiveram uma sobrevida global significativamente menor quando comparada

aqueles com alta CtIP.

O CM possui alta heterogeneidade clinica, morfoldégica e biol6gica. Com o
desenvolvimento de técnicas genémicas, foram descritos 0os subtipos moleculares de
CM, que sao: Luminal A, Luminal B, superexpressdo de HER2, basal-like e triplo-
negativo (tabela 1) (VUONG et al., 2014).

Os luminais sao assim chamados pela similaridade que as células neoplasicas

desses grupos possuem com as células mamarias normais, sendo que estas ficam
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em contato direto com o limen dos ductos mamarios (SOTIRIOU et al., 2003). Esses
tumores com caracteristicas histolégicas e clinicas semelhantes podem apresentar
diferenca no progndéstico e na resposta terapéutica (CIANFROCCA; GRADISHAR,
2009). O subtipo luminal A (60% dos casos) possui um melhor prognéstico quando

comparado com os outros subtipos (CIRQUEIRA et al., 2011).

Tabela 1 - Perfis imunofenotipicos para a classificacdo molecular por imunoistoquimica dos
tumores de mama.HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; RE:

receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona.

Subtipo molecular Classificacao

RE+ e/ou RP+, HER2-
RE+ e/ou RP+, HER2-
RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HERZ2)
RE-, RP- e HER2+
RE-, RP-, HER2-
Fonte: CIRQUEIRA et al., 2011.

A célula MCF-7, luminal A, é uma linhagem de CM que foi isolada em 1970 de
uma mulher caucasiana de 69 anos de idade (SOULE et al., 1973). O termo MCF-7 é
o acrénimo de Michigan Cancer Foundation-7, referindo-se ao instituto em Detroit,

onde a linhagem foi criada em 1973 por Herbert Soule e colaboradores.

As células MCF-7 sao de interesse porgue mantém uma série de caracteristicas
semelhantes ao epitélio mamario. A linhagem celular possui uma morfologia do tipo
epitelial e as monocamadas formam estruturas de cupula devido ao acumulo de fluido
entre o prato de cultura e a monocamada celular. E um dos poucos canceres de mama
que expressam o receptor alfa de estrogénio (ER-a) (BROOKS; LOCKE; SOULE,
1973; HORWITZ; COSTLOW; MCGUIRE, 1975). As células também expressam
receptores de andrdgenos, progesterona e glicocorticéides, tornando-os ferramentas
valiosas na pesquisa médica. O tratamento de MCF-7 com estrogénios demonstrou
ter um efeito anti-apoptoético (HUANG et al., 1997; PERILLO et al., 2000) enquanto o

tratamento com drogas quimioterapicas anti-estrogénio (por exemplo, tamoxifeno)
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pode reduzir o crescimento de culturas inibindo a proliferacdo e induzindo a
apoptose(KALLIO et al., 2005; ZHENG; KALLIO; HARKONEN, 2007).

As linhagens MCF-7, T-47D e MDA-MB-231, outras duas linhagens de células
de CM, representam a maior parte dos estudos sobre linhagens de CM. Até o ano de
2015, foram publicados cerca de 25.000 relatorios sobre esta linha celular, rivalizados
apenas pelas quase 80000 publicagcdes que utilizavam a linha celular HeLa. A
popularidade das linhas de células MCF-7 para a pesquisa do CM reflete sua
fidelidade a muitos aspectos do CM no ambiente clinico, particularmente no manejo
de mulheres na pds-menopausa com CM positivo para receptores hormonais (LEE;
OESTERREICH; DAVIDSON, 2015).

A escolha da terapia é determinada por achados biolégicos do tumor, embora
a diversidade genética dos pacientes e fatores associados ao tumor determinam uma

variabilidade especifica na resposta ao tratamento (ARGALACSOVA et al., 2015).

No tratamento locorregional do CM, a cirurgia e a radioterapia sdo 0s mais
utilizados, enquanto que para o tratamento sistémico utilizam-se quimioterapia, a
hormonioterapia e a imunoterapia, sendo a quimioterapia a principal (ALLEMANI et
al., 2015; SILVA; RIUL, 2011). Embora tenham sua eficacia comprovada, a resisténcia
terapéutica € um dos principais obstaculo para o éxito no combate a essas células
cancerosas (JAHANI et al., 2017). Esses tratamentos possuem como objetivo destruir
as células tumorais, ou reduzir o seu tamanho para posterior remogéo cirargica. Em
circunstancias ideais, as células cancerigenas seriam eliminadas sem danos aos
tecidos normais. No entanto, nenhum agente disponivel hoje é completamente
desprovido de toxicidade (BADAWOUD et al., 2017).

Tanto células normais quanto as tumorais necessitam de aminoacidos (AA)
para a producdo de proteinas. Dentre estes, existem 0s essenciais, semi-essenciais
e nao essenciais. A L-arginina (L-ARG), que €& o acido (L)-2-amino-5-
guanidinovalérico, se enquadra no grupo dos semi-essenciais (SOARES; CAMARA,
1993) (figura 4).
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Figura 4 - Estrutura molecular da L-arginina.

Nas células, a L-ARG € precursora de nitritos, nitratos, 6xido nitrico (NO),
poliaminas, ornitina e citrulina. O NO é produzido pela reacdo com o oxigénio,

catalisada pela NO sintase, como demonstrado na figura 5.

7

A L-ARG € predominantemente encontrada em sitios ativos de muitas
proteinas. Sua estrutura € favoravel a ligacdo do anion fosfato e, portanto, catalisa
reacbes de fosforilagdo (FUHRMANN et al., 2009). E um aminoéacido produzido no
organismo, entretanto em quantidades abaixo do necessério, pois todas as células
utilizam arginina no citoplasma e na biossintese proteica nuclear. Além de utilizado no
ciclo da ureia, a arginina é utilizada na sintese de creatina e fornece ornitina para a
sintese de poliaminas (HEYLAND et al., 2001; WAITZBERG, 2009).
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Figura 5 - L-arginina como precursor de varias moléculas no organismo.

A L-ARG pode ser encontrada no chocolate, germe de trigo, granola, derivados

do leite (queijo cottage, ricota, iogurte), castanhas (coco, nozes, améndoas,
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amendoim), sementes (abdbora, girassol), carnes (frango, boi, porco e peru), frutos

do mar (lagosta, salméo, camaréo, atum) e soja cozida(BARBUL et al., 1990).

Revisdes publicadas na década de 2000 ja nos diziam que a dieta no Ocidente
continha, aproximadamente, 5g/dia de L-ARG. Essa quantidade provinha
principalmente da carne vermelha, do peixe, aves domésticas e também da sintese
enddgena a partir da L-citrulina (NOVAES; DE MELO PANTALEAO, 2012).

SEIFTER et al., 1978, demonstraram que o conteudo de 0,3 a 0,6 % de L-
arginina, com relacdo ao volume final, encontrado na maioria das solu¢cdes de
aminoacidos pode ndo ser suficiente para exercer efeito terapéutico em condicdes
especiais, tais como cancer, trauma e sepse. Dados obtidos em experimentos com
ratos sugerem que ao menos 1% de L-arginina do valor cal6rico total é requerido para
exercer efeito farmacolégico em animais com cancer(BARBUL et al., 1983; DE LUIS
et al., 2003; SANGIOVANNI, 2002).

A L-ARG € um biomarcador para certos tumores auxotréficos, uma vez que
estes tumores requerem arginina como um componente Unico para o crescimento. O
melanoma e o carcinoma hepatocelular ndo expressam a enzima argininosuccinato
sintase (ASS) e, portanto, sdo incapazes de sintetizar arginina (ENSOR et al., 2002).
As células tumorais necessitam de mais arginina para gerar NO, promovendo, assim,
a angiogénese tumoral (MORBIDELLI; DONNINI; ZICHE, 2004; WHEATLEY, 2004).

Em alguns modelos experimentais de tumores de mama a L-ARG aumenta o
periodo de laténcia e a taxa de sobrevivéncia; reduz o tamanho e a incidéncia do
tumor; encurta o tempo de regressdo do tumor e inibe o crescimento do tumor em
comparacgao com outras interferéncias alimentares ou sem suplementacéo dietética
(REYNOLDS et al., 1990). A suplementacéo dietética com L-ARG em pacientes com
CM aumenta significativamente as defesas do hospedeiro (BRITTENDEN et al., 1994)

e, portanto, pode ter um papel terapéutico benéfico.

Num estudo de coorte, a suplementacdo de L-arginina por via enteral em
pacientes portadores de trauma operatdrio, cancer ou gueimados aumentou a
ativacao dos linfocitos-T e melhorou a imunidade celular. In vitro, 0 AMP-ciclico dibutil

e a L-arginina inibem o crescimento de tumores mamarios, sugerindo que esses
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componentes tém um potencial terapéutico para o tratamento do CM em humanos
(CHO-CHUNG et al., 1980).

Além disso, dados clinicos mostram que a suplementacéo enteral de L-arginina
também pode estar associada a diminuicdo do tempo de hospitalizacdo de pacientes,
no pos- operatorio de intervencdes cirdrgicas de grande porte por cancer (HEYS et
al., 1998).

Estudos com a L-ARG e 5-fluorouracil (5-FU) demonstraram que houve
aumento do efeito anticancerigeno do 5-FU nas linhagens celulares BT-20 e MCF-7.
Em ambas as linhagens, a combinagéo de L-ARG com 5-FU resultou na reducéo de
viabilidade, aumento de apoptose e producdo de NO (JAHANI et al., 2017)

A suplementacéo de L-ARG na terapia nutricional tem propiciado o aumento da
imunidade nos portadores de cancer através de diversos mecanismos, tais como:
liberacdo do horménio de crescimento, estimulo na producdo do Oxido nitrico,
hidroxiprolina, citocinas e poliaminas. A elucidacdo dos mecanismos regulatérios do
metabolismo desse aminoacido em tecidos tumorais € de fundamental importancia
para a avaliacdo de elementos terapéuticos que efetivamente previnam a
tumorigénese (NOVAES; BEAL, 2004).

Desta forma, a investigacao dos efeitos causados pelo tratamento de células
tumorais MCF-7 com L-ARG constitui-se de fundamental importancia para elucidar

seus efeitos sobre a viabilidade celular e seu sistema antioxidante.
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2. Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Investigar os efeitos do tratamento com L-arginina na linhagem tumoral MCF-7

e as modificacdes na expressao de enzimas antioxidantes.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar um parametro antioxidante, pela expresséo de Catalase e, pela
expressao de gp91phox apds tratamento com L-ARG.

e Quantificar a expressao proteica de CtIP apos tratamento com L-ARG.

e Verificar a participacdo do tratamento com L-ARG sobre a viabilidade

celular.
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3.Material e Métodos

3.1 Material para cultura de células

Meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM 1x + GlutaMAX™) e DMEM,
high glucose, no glutamine, no phenol red (Gibco, Estados Unidos da América),
penicilina, estreptomicina, anfotericina B e L-arginina foram preparados por Sigma-
Aldrich (Taufkirchen, Alemanha). Soro Fetal Bovino (SFB) e tripsina 0,25% (1X) em
HBSS, sem calcio, sem magnésio, sem bicarbonato de sodio foram adquiridos da LGC

Biotecnologia (Parque Industrial San José, Cotia, SP, Brasil),.

3.2 Culturade células

A linhagem MCF-7 (luminal A) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). As células foram incubadas a 37°C em uma incubadora umidificada sob uma
atmosfera de 95% de ar e 5% de CO2. A linhagem foi tratada com as seguintes
concentracfes de L-ARG: 800ug/mL, 1600ug/mL e 3200ug/mL por um periodo de
48h.

Apéds o descongelamento e posterior retirada da solu¢do de congelamento, as
células foram transferidas para frascos de cultura com area de 25cm? contendo meio
de cultura DMEM com phenol red suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
de penicilina e estreptomicina, e 0,5% de anfotericina B.

As células arranjadas em monocamada foram submetidas a uma dissociagéo
enzimatica com uma solucao de tripsina 0,25%. ApOs a neutralizacdo da atividade
desta enzima utilizando volume equivalente do mesmo meio de cultura, o pool de

células foi transferido para novas garrafas.

3.3 Contagem das células

Para determinar o nUmero de células obtidas durante a cultura, foi realizada a
contagem utilizando a camara de Neubauer. Das células em suspensdo foram
transferidas com esterilidade 0,1 mL para um pequeno tubo de ensaio e adicionado
0,3mL de corante azul de tripan (0,2%) ao tubo, obtendo assim uma diluicdo %. Desse
total foi retirado 0,4mL e adicionado & camara de Neubauer. As células sedimentaram

por 2min e a contagem foi feita nos 4 quadrantes e calculada a média. Como a
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suspenséao foi inicialmente diluida a %, o numero de células contadas sera igual a
meédia multiplicada pelo fator de diluicdo, no caso, 4. O numero de células/mL foi obtido

utilizando a seguinte equacao:

NC = x—; X FD X 10%, sendo:

NC: numero de células /mL
Nt: namero total de células contados (média)
Ng: niumero de quadrantes;

FD: fator de diluicéo;

3.4 Proliferacéao e viabilidade celular

O ensaio AlamarBlue® (alamarBlue™ Cell Viability Assay Reagent,
ThermoFischer) foi utilizado para medir a proliferagéo celular e avaliar a viabilidade da
linhagem MCF-7 tratada com L-ARG. O teste foi realizado em placas de 96 pocos (BD
Falcon, Franklin Lakes, NJ). Do total de 96 pocos, foi utiliza um total de 10 pogos pois
testes prévios demonstraram maior eficacia durante a analise. Os demais po¢os sem
células continham apenas o preparado com meio de cultura e AlamarBlue, esses
foram utilizados para descontar o background (fluorescéncia natural do meio e
AlamarBlue). Cada um dos dez poc¢os continham 200.000 células a serem testadas
com meio de cultura. O total de 200ul de solugao AlamarBlue foram adicionados ao
preparado com meio de cultura DMEM sem phenol red e distribuido nos pogos (184pl)
de acordo com a distribuicdo mostrada na figura 6. As placas foram incubadas a 37°C
com 5% de CO:2 por um periodo de duas horas para cada leitura. A fluorescéncia do
processo de reducdo da resazurina em resorufina foi medida usando o Leitor
Multidetec¢cdo Hibrido Synergy H1(Biotek®) com os comprimentos de onda de
excitacdo/emissao definidos em 531/560 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata e expressos em porcentagem de atividade (%AE). Experimentos e analises
envolvendo analise de proliferacdo e viabilidade e celular foram realizados no
Laboratério de analises Biomoleculares (LABIOM) da Universidade Federal do

Espirito Santo, Vitoria-ES, Brasil (http://labiom.ufes.br).
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Figura 6 - Distribuicdo dos grupos por tratamento na placa de 96 pogos. NT= né&o tratado. Os
pocos sobrepostos pela linha azul foram preenchidos apenas com meio, AlamarBlue e L-ARG.

3.1 Estudo de expresséo proteica

A técnica de Western Blot foi utilizada para determinar a influéncia do
tratamento com L-arginina em células MCF-7 sobre a expressao proteica da
subunidade gp91phox, catalase, CtIP nos grupos NT, 800 pug/mL, 1600 pg/mL e 3200
pg/mL.

3.1.1 Preparacao dos tecidos e quantificacéo de proteinas

As amostras foram preparadas utilizando células tratadas de todos os grupos.
Os pellets de células foram mantidos a -80°C até o momento da extracao proteica,
que foi realizada em 4000 pL de tampéo de lise (10mM Tris — HCI pH 7,4, 1mM
NavO3, 1% SDS, 0,5mM DTT, 5mM EDTA, 1mM PMSF), ao qual se adicionou
10pg/mL coquetel inibidor de proteases. A homogeneizacao foi realizada com auxilio
de sonicador ultrassénico, sendo seguida de centrifugacdo a 6000 rpm, 4°C por 15
minutos. Os sobrenadantes foram recolhidos, aliquotados e armazenados a -80 °C.
Este extrato total foi utilizado para avaliagédo da expresséo da subunidade gp91phox,

catalase, CtIP e Laminina.
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A determinacdo do conteudo de proteina total das células MCF7 foi feita
utilizando-se o método de Lowry (Lowry, 1951). Preparou-se o reagente A (48:1:1 —
carbonato de sodio 3% com 0,1 M de NaOH, tartarato de sédio/potéassio 4% e sulfato
de cobre 2%, respectivamente) e o reagente B (reagente de Folin-fenol Ciocalteu —
1:3 em agua). A solucao padrao foi obtida a partir de diluicbes de albumina bovina
(BSA) em agua destilada com concentracdo estoque final de 1mg/mL. Essa solucéo
foi diluida para a obten¢éo da curva padrdo, em que as diluicdes continham 15ug de
proteina. Aliquotas dos sobrenadantes dos homogenatos de células (5 pL) foram
utilizadas para as dosagens. Todos os tubos de ensaio foram completados para um
volume final de 250 pL, sendo posteriormente adicionados 2,5 mL da solugcédo A. Apos
10 minutos, se adicionou 0,25 mL da solugéo B. A absorbancia foi medida a 660nm
depois de 10 minutos. Todas as dosagens foram feitas em triplicata.

Posteriormente, foi calculado o volume necessario para uma carga de 50 ug de
proteina, sendo este volume de amostra misturada, em partes iguais, com tampéao de
homogeneizacdo. Aliquotas do homogeneizados foram diluidas em solugcdo de
Laemmli 2X (0,5 mM de ureia, 0,17mM de SDS, 39uM de ditiodiol, 0,01 M de Tris e
azul de bromofenol 0,5%). As amostras depois de preparadas eram aquecidas a 95°C

durante 4 minutos.

3.1.2 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para
gp91phox, catalase, CtIP e Laminina (1,5 M Tris Hcl pH: 8.8, acrilamida 40%, glicerol
100%, SDS 10%, APS 10% e Temed) previamente imersos em um tampao para
eletroforese (25mM de Tris HCI, 190mM de glicina e 0,1% de SDS). Antes da sua
aplicagéo no gel as amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5 min. A eletroforese
foi conduzida com o tampéao (25mM de tris-HCI pH 8,3, 192mM de glicina e 0,1% de
SDS), a 80 volts por aproximadamente 2 horas e 30 minutos (PowerPacTM HC,

BioRad, Singapura).
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3.1.3 Transferéncia das proteinas

Depois de separadas, as proteinas das amostras para avaliar a expressao da
gp91phox, catalase, CtIP e Laminina foram transferidas para uma membrana de
PVDF utilizando uma cuba molhada (BioRad), por 2:00hs, 60 volts a 4°C, com tamp&ao
de transferéncia constituido de 25mM de tris-HCI pH 8,3, 192mM de glicina e 20%

(v/v) de metanol.

3.1.4 Incubacao dos anticorpos

Apos a transferéncia, as membranas de PVDF foram incubadas por 2:30 horas
em uma solucao constituida de leite em p6 desnatado (5%) em tampédo TBS-tween
0,1% (20mM de tris-HCI pH 7,4 e 150 mM de NaCl), a temperatura ambiente sob
agitacao leve, para evitar ligacdes inespecificas com reativos nao imunol6gicos. Em
seguida, as membranas foram incubadas por 4 horas a temperatura ambiente, sob
agitacdo, em TBS-T adicionado mais 0s seguintes anticorpos primarios: gp91phox,
catalase, CtIP (1: 1000, Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA) e para Laminina
(1:1500, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Apds este periodo, as membranas foram
lavadas em tampédo TBS-tween 0,1%, sob agitacdo leve em temperatura ambiente e
incubadas com o anticorpo secundario (IgG, anti-mouse conjugado para fosfatase
alcalina - 1:3000, Abcam Inc.) por 1:30 hora, a temperatura ambiente, sob agitacéo
suave, seguida de lavagem com tampao TBS-tween 0,1%, e posteriormente com
tampéao TBS.

Os imunocomplexos foram detectados por reacédo de quimioluminescéncia por
meio da exposi¢cao da membrana, durante 5min a um sistema de deteccéo (ECL Plus,
Amersham™, GE Healthcare, UK). As membranas, entdo, foram expostas a
autorradiografia (Medical Film, Konica Minolta Medical Imaging, Wayne,
EUA/Hyperfilm, Amersham™, UK), sendo as bandas impregnadas e posteriormente
reveladas. O programa ImageJ foi utilizado para quantificacdo da area e da densidade

das bandas.
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3.2 Anédlise estatistica

Para a expressao de proteinas, os dados foram expressos como a razao entre
as densidades de imunotransferéncia correspondente a proteina de interesse e
Laminina. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism® 8.0.2 (Prism versdo 8.0.2 para Windows, GraphPad Software, La
Jolla California USA). A significancia estatistica de todos os dados experimentais foi
determinada usando a analise de variancia de uma via (ANOVA) e também o teste de
Bonferroni. Um valor de P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Cada
ponto ou coluna representa a média £+ EPM. Todos os experimentos foram feitos em

triplicata.
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4. Resultados

4.1 A expresséao da enzima gp91phox.

Em nosso estudo, observamos que houve aumento significativo na quantidade
de gp91phox apds o tratamento com 1600 pg/mL e 3200 pg/mL de L-ARG quando
comparados a NT e 800ug/mL (1600 pug/mL:0,905+£0,057 e 3200 pg/mL: 1,10+£0,062
CtIP/Laminina, respectivamente, vs. NT: 1,22+0,083 CtIP/Laminina e 800ug/mL:
0,609+0,083 )(figura 7).
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Figura 7 - A expresséo de gp91phox e reducao catalase (CAT). O tratamento com a L-ARG
aumentou a quantidade da subunidade gp91phox. Valores expressos em média + EPM entre
a densidade das bandas de catalase e gp91phox. * p< 0,05 em relacéo ao grupo NT; # p<0,05
e em relacédo ao grupo 800 pg/mL.
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4.2 A expresséo da enzima CAT.

Nossos resultados demonstraram que apos tratamento com L-ARG houve
reducdo significativa a expressdo de CAT nas células MCF-7 quando comparadas
com o0 grupo NT (800ug/mL:0,838+0,051, 1600ug/mL:0,833+0,067 e
3200pg/mL:0,715+£0,052 CtIP/Laminina, respectivamente, vs. NT:1,22+0,034
CtIP/Laminina) (figura 8).
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Figura 8 - A expresséo de CAT foi reduzida em todos os grupos (800-1600-3200 pg/mL).
Valores expressos em média £+ EPM entre a densidade das bandas de catalase e gp91phox.
* p< 0,05 em relagdo ao grupo NT; # p< 0,05 em relag&o ao grupo 800 pg/mL.

4.3 A expressao de CtIP.

Nossos resultados mostraram que em células MCF-7 a expressao da proteina
CtIP foi aumentada apés os tratamentos com L-ARG quando comparados ao NT (800
pg/mL:  0,663+0,059; 1600 pg/mL: 0.767+0,034; 3200 pg/mL: 0,904+0,023
CtIP/Laminina, respectivamente, vs. NT: 0,468+0,034 CtIP/Laminina). Foi observado
também diferenca significativa entre a dose 800ug/mL e 3200ug/mL (figura 9).



37

CtlP
- #
1.0 #
*
g 0.84 N
c
g 0.6
S
E 0.4+
© 0.2-
0.0~
& o ) )
S S S
N © P oV
L-ARG mg/mL

CtIP - e > @R
Laminina

NT 800 1600 3200

Figura 9 - A expresséo de CtIP apos tratamento com L-ARG. Valores expressos em média +
EPM entre a densidade das bandas de CtIP. * p< .05 em relagdo ao grupo NT; # p< .05 em
relacdo ao grupo 800 pg/mL.

4.4 Viabilidade e a capacidade proliferativa das células MCF-7.

Para avaliar os efeitos da exposicao a L-arginina ao longo do tempo, foi utilizado
o teste de viabilidade AlamarBlue com exposicdo as diferentes concentra¢cdes por um

periodo de doze dias. A leitura da viabilidade foi realizada a cada dois dias.

Nossos resultados mostraram uma influéncia dependente do tempo e da dose
na viabilidade celular (figura 10). Nesse sentido, o efeito sobre a viabilidade celular de
MCF-7 foi significativamente menor quando tratadas com 3200 pg/mL (0,455+0,03)
de L-ARG quando comparado com o grupo NT (0,762+0,099).
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Figura 10 - Efeitos da L-arginina sobre a viabilidade de MCF-7. ApGs o tratamento continuo
com as diferentes concentragdes de L-ARG, houve reducéo da viabilidade. NT: ndo tratado, *
p< 0,05 em relagéo ao grupo NT.

5. Discussao

Apesar de notérios avancos em pesquisas oncoldgicas, prognésticos,
diagnésticos e tratamentos do CM, no ultimo século, as taxas de mortalidade no Brasil
e no mundo continuam elevadas. Atenta-se quanto a possibilidade dessas altas taxas
se darem pela doenca ser, em sua maioria, diagnosticada em estagios avancados e
mecanismos ainda ndo muito bem elucidados sobre seu aparecimento, diagnéstico e
tratamento. Assim, compreendendo o grande impacto na qualidade de vida do
individuo diagnosticado com CM, faz-se necessario um melhor entendimento dos
diferentes mecanismos envolvidos com o cancer, de modo a prover novos achados
sobre a patogénese e, consequentemente do diagndstico e prognostico, possibilitando

uma aplicabilidade terapéutica mais eficaz e resolutiva.

Desta forma, os principais achados desse estudo foram: a expresséo da enzima
CAT foi reduzida pelo tratamento com L-ARG em todas as concentragdes estipuladas
(I); a expressao de gp91phox foi aumentada (l1); o tratamento com L-ARG foi capaz

de aumentar a expresséao de CtIP (Ill) e reduzir a viabilidade das células (1V).



39

Em células normais, a homeostase de EROs € necessaria para a transducéo
de sinais, ativacdo enzimatica, expressao génica, formacéo das ligacdes dissulfeto
durante o dobramento de novas proteinas no reticulo endoplasmatico, e o controle da
atividade da caspase que é ativada durante o mecanismo apoptético. Porém, células
tumorais, que exibem elevado metabolismo, exigem altas concentracbes de EROs

para manter sua alta taxa de proliferacdo (SOSA et al., 2013).

As EROs, e consequentemente, o estresse oxidativo, interagem durante os trés
estagios do processo de carcinogénese. Na iniciacdo podem estar envolvidos no
desenvolvimento de mutacBes genéticas e estruturais no DNA. Na promocao,
contribuem para expressao génica anormal, bloqueando a comunicacdo entre as
células, aumentando assim a proliferacédo e diminui¢cdo da apoptose como mecanismo
de protecao e eliminacéo de células com mutacéo génica. E no estagio de progressao,
adicionando a essas células alteracdes continuas no processo de reparo em seu
DNA(KLAUNIG JE, XU Y, ISENBERG JS, BACHOWSKI S, KOLAJA KL, JIANG J,
STEVENSON DE, 1998).

A catalase € uma enzima antioxidante que transforma o peréxido de hidrogénio
em agua e oxigénio (LOEW, 1900). Além de sua atividade classica, a catalase pode
decompor o peroxinitrito (GEBICKA; DIDIK, 2009; KONO et al., 1998), oxidar o éxido
nitrico em diéxido de nitrogénio (BRUNELLI; YERMILOV; BECKMAN, 2001) e exibir
peroxidase (JOHANSSON; HAKAN BORG, 1988), além de atividade da oxidase
(VETRANO et al., 2005).

As células tumorais expressam atividade antioxidante aumentada para remover
as EROs excessivas, mantendo a sinalizacao pré-tumorigénica. Porém, se os niveis
de EROs aumentam drasticamente para concentracdes toxicas de EROs, por
exemplo, por agentes indutores de EROs, como quimioterapia, 0 estresse oxidativo
resulta em danos irreparaveis a célula, adaptacfes inadequadas e, eventualmente,
morte de células tumorais(MOLONEY; COTTER, 2018).

No processo apoptético, o dano inicial induzido pelo estresse oxidativo nao
mata as células diretamente, mas desencadeia um programa de sinalizagédo
apoptotica que leva a morte celular (GABAI et al., 1998). A apoptose pode ser iniciada
por uma variedade de estimulos, incluindo hipertermia, retirada do fator de

crescimento ou hormonio, glicocorticoides, oxidantes, radiagéo ionizante e multiplas
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classes de agentes quimioterapicos (HOCKENBERY et al., 1993). Apos iniciado o
processo apoptotico, as células sustentam a peroxidacéo lipidica progressiva. Assim,
EROs e dano oxidativo tém sido implicados na inducdo de apoptose (TAMARIT,;
CABISCOL; ROS, 1998).

Em células MCF-7 os niveis de CAT, que é parte fundamental no combate ao
estresse oxidativo, sédo reduzidos (GLORIEUX et al.,, 2014, 2016), estando
correlacionados com uma alta concentragdo de H202 no plasma celular que, em
células cancerigenas, esta envolvida na ativacdo de vias de sinalizacao para induzir
proliferacdo, migracdo e invasdao (SEN; KAWAHARA; CHAUDHURI, 2012; WU,
YOTNDA, 2011; WU, 2006). Entretanto, em niveis muito elevados, EROs causam
danos excessivos ao DNA nuclear, ao DNA mitocondrial, proteinas e lipidios, levando
a danos irreversiveis nas organelas (LU; OGASAWARA; HUANG, 2007).

Esse aumento desproporcional das EROs pode ser alcancado com
quimioterapia, geracao elevada de EROs por células imunes ou por deplecao de
proteinas antioxidantes nas células (LIOU; STORZ, 2010). O que € demonstrado por
nossos resultados com o aumento na expressao de gp9lphox, uma das maiores
fontes de EROs enddgenas. Esse quadro pode estar relacionado a reducao da
viabilidade celular encontrada em nas células MCF-7 apGs a exposi¢cado a L-ARG.

Como ja descrito a L-ARG € o precursor de moléculas importantes como o NO
(WU et al., 2009). Para as células tumorais, a demanda por L-ARG é maior, pois é
necessaria para gerar 6xido nitrico, promovendo assim a angiogénese tumoral
(MORBIDELLI; DONNINI; ZICHE, 2004; WHEATLEY et al., 2000), que leva a reducao

sérica e dependéncia da L-ARG.

O NO, um transdutor de sinal e mensageiro celular na homeostase e na defesa
do hospedeiro, é um dos importantes derivados da L-ARG. Juntamente com o0 H20z,
contribui para o estresse oxidativo, pois as reacdes com radicais livres o produzem
peroxinitrito (ONOO"), que causa diretamente necrose celular (BECKMAN;
KOPPENOL, 1996) e sua principal propriedade em altas concentracbes € a
citotoxicidade resultante da condensagao dos grupos tiol e/ou amino, dano ao DNA,

parada do ciclo celular e respiracao via proteina p53 (GUIX et al., 2005).
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Estudo realizado por Vissers et. al (2005) demonstrou que em pacientes com
CM, célon e pancreas, as concentracdes plasmaticas de L-ARG foram menores do
gue nos controles pareados por idade e sexo. A concentracao relatada de L-ARG
plasmatica nos canceres de mama e coélon foi de 80+3uM/L, no cancer de pancreas
7615uM/L, e no cancer de eséfago 41,9+13,4uM/L, em comparacdo com um nivel
normal de 90-150uM/L. Esse mesmo estudo mostrou que as concentracdes
plasméticas de ornitina, um derivado da L-ARG, sdo maiores em pacientes com CM
(52£2). Nas células MCF-7 tratadas com estradiol, genes associados ao metabolismo
anabdlico da serina e metionina e 0s genes associados ao metabolismo catabdlico da

tirosina, fenilalanina e arginina foram aumentados (WANG et al., 2020).

A superexpressdo da indoleamina-2,3-dioxigenase e arginase esgota o
triptofano e a arginina, respectivamente, dentro do microambiente tumoral. O nivel
reduzido de triptofano e arginina suprime a proliferacdo de células T citotéxicas no
tumor (BOROUGHS; DEBERARDINIS, 2015; OMAR; TOLBA; SABER-AYAD, 2014),
0 que nos faz entender o efeito benéfico da L-ARG como terapéutica complementar.

O gene RBBP8, conhecido por codificar a endonuclease CtIP (YU; BAER,
2000), tem sido proposto como um novo gene de suscetibilidade ao cancer
PARP1 (GAYMES et al., 2013; LIN et al., 2014) semelhante a inativacdo do BRCAL,
como, por exemplo, recentemente demonstrado em um modelo de xenoenxerto de
camundongo de CM (WANG et al., 2016). Possui importante papel na deteccéao,
sinalizacao e reparo de danos no DNA (WONG et al., 1998). Pode desempenhar papel
importante na restauracdo da quebra da fita dupla de DNA (HOA et al., 2015;
MAKHARASHVILI et al., 2014; SARTORI et al., 2007), assim como importante papel
no processo de reparo do DNA, sendo que, quando sua expressao esta comprometida
pode ocasionar instabilidade gendmica (BENNARDO et al., 2008; GU; CHEN, 2009).
Mecanicamente, o RBBP8 codifica uma proteina localizada nuclearmente que é
conservada entre os vertebrados, interage com supressores de tumores como BRCAL
e os membros da familia pRb através de locais de ligacdo que séo frequentemente
mutados em canceres humanos (CHINNADURAI, 2006). O CM dispde de uma ligacao
forte com a RBBP8/CtIP, no entanto alguns estudos tem demonstrado uma interagcéo

depende de BRCAL1, assim como outros estudos comegam a apontar para esse gene
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como importante ferramenta isolada no reparo do DNA (EID et al., 2010; WONG et al.,
1998).

Alguns tumores apresentam os niveis de proteina CtIP/RBBP8 aumentados,
porém a sugestao € que sua contribuicdo para o desenvolvimento do cancer se deve
principalmente a sua perda. A proteina CtIP/RBBP8 e a expressdao de mRNA séao
rigidamente controladas em muitos niveis diferentes, incluindo transcricdo de genes e
degradacdo de proteinas durante o ciclo celular(SORIA-BRETONES et al., 2013)

O baixo nivel de expressdo de CtlIP/RBBP8 esta associado a um mau
progndéstico no CM. De acordo com Minhao Wu e colaboradores (2008), em células
MCF-7 resistentes ao tamoxifeno, a expressao de CtIP é reduzida. No mesmo estudo
foi demonstrado que as células tumorais RE- ndo expressam CtIP e que a reexpressao
dessa proteina torna as células tumorais sensiveis aos efeitos do tamoxifeno. Essa
baixa de CtIP foi associada também com caracteristicas moleculares da célula como:
mutacao em p53, o subtipo molecular (RP-); além do tamanho tumoral, acometimento
de linfonodo e uma diminui¢do estatisticamente significativa da expresséo de CtIP em

associacdo com carcinomas metastaticos da mama.

Estudos realizados por Mijnes et al., (2018) demonstraram que 39 genes de
reparo do DNA apresentaram hipermetilacdo em canceres humanos. O mais
frequentemente metilado (37%) foi o cancer de bexiga primario. Nesse céancer, a
hipermetilagdo do RBBP8 previu maior sobrevida global, mas ndo em linhagens
celulares de céncer de entidades de outra origem, como a mama. A metilagcdo do
RBBP8 foi inversamente correlacionada com o0 mMRNA do RBBP8 e a expresséo da
proteina nuclear, enquanto o RBBP8 foi reexpresso apds desmetilacdo in vitro,
demonstrando o controle epigenético da expressao génica. Esse mesmo estudo,
mostrou que em células MCF-7 ndo houve metilacdo da regido promotora, o que pode
favorecer o aumento da expressao por fatores externos, como 0 nosso tratamento
com L-ARG.

Um estudo retrospectivo das relacfes entre os niveis de expressao de CtIP/
RBBP8, progndstico e recidiva do cancer usando biépsias de CM embebidas em
parafina de uma coorte de 384 pacientes sugere uma forte relagao entre nenhuma ou
baixa expressdo de CtIP/RBBP8 e mau progndéstico do CM. O CtIP/RBBP8 € um

marcador fraco para prever a resposta geral ao tratamento e o cancer e a sobrevida
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livre de doenca. Nos tumores luminais a diminuicdo, mas ndo a auséncia, dos niveis
de CtIP/RBBP8 se correlacionam com o aumento da sobrevida livre de doenca
quando tratados com uma combinacdo de terapias hormonais, de radio e
quimioterapia (SORIA-BRETONES et al., 2013).

Entretanto, canceres de mama com baixos niveis de CtIP/RBBP8 apresentam
resisténcia e pior resposta ao tratamento com tamoxifeno. Além disso, o status de
expressao da proteina CtIP se correlaciona com a resposta clinica a terapia endécrina
neoadjuvante, e pacientes com doenca progressiva expressam proteina CtlIP niveis
significativamente mais baixos em seus carcinomas primarios de mama do que

agueles que respondem (WU et al., 2008).

Estudos mostraram que o BRCAL interage com a CtIP (LI et al., 1999; WONG
et al., 1998; YARDEN; BRODY, 1999; YU et al., 1998). A CtIP interage com o
repressor transcricional CtBP (proteina de ligacdo do terminal carboxil) e esta
intimamente associado na repressao da transcricdo génica (SCHAEPER et al., 1998).
Um modelo proposto € que a fosforilacdo de BRCAL e CtIP por ATM apds danos no
DNA resulta em um processo de regulacdo sobre o crescimento celular (LI et al.,
2000).

Apesar de todos os resultados apoiarem o papel do BRCA1 na resposta ao
estresse oxidativo, 0 mecanismo de deteccdo de EROs pelo BRCA1 ainda precisa ser
determinado, inclusive a participacdo do CtIP nesse processo. Como o BRCAL é
extensivamente fosforilado em varios residuos por varias cinases, incluindo ATM, ATR
e AKT (NAROD; FOULKES, 2004; OUCHI, 2006; YOSHIDA; MIKI, 2004), é possivel
gue essas multiplas fosforilacbes possam ativar a fungdo BRCAL1 em resposta a
EROs. Além disso, 0 estresse oxidativo desencadeia varias modificacbes pOs-
traducdo de proteinas, como metilagdo, acetilacdo, nitrosilacdo, glutationilacdo e
oxidacdo (JORGENSON; ZHONG; OBERLEY, 2013; MIKI; FUNATO, 2012;
PAULSEN; CARROLL, 2013). Assim, é evidente que BRCA1 e sua associa¢cdo com
diferentes quinases seja ativado pelo estresse oxidativo e sua consequente atividade
de supressao tumoral. Estudos futuros das modificagbes do BRCAL pelo estresse
oxidativo provavelmente ajudardo a uma melhor compreensao da funcdo do BRCAL,
principalmente sua relacdo com CtIP na resposta ao estresse oxidativo e na

supresséao de tumores.
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Elevar os niveis de L-ARG induz alterac6es metabdlicas globais, incluindo uma
mudanca da glicolise para a fosforilacdo oxidativa em células T ativadas e promove a
geracdo de células do tipo memdria central, dotadas de maior capacidade de
sobrevivéncia e, em um modelo de camundongo, atividade antitumoral. Assim, as
concentracdes intracelulares de L-ARG afetam diretamente a aptiddo metabdlica e a
capacidade de sobrevivéncia das células T, que séo cruciais para as respostas
antitumorais (GEIGER et al., 2016).

Yu Cao e colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento com 1,5g/Kg
de L-ARG durante 20 dias consecutivos inibiu o crescimento tumoral e prolongou o
tempo de sobrevivéncia em camundongos com CM RE+. A frequéncia de células
supressoras derivadas de miel6ides (do inglés myeloid-derived suppressor cells -
MDSCs) foi significativamente suprimida em camundongos tratados com L-Arg. Por
outro lado, os numeros e a funcédo dos macréfagos, células T CD4+ e células T CD8+
foram significativamente aumentados. Os niveis de IFN-y, TNF-a, NO, bem como os
niveis de INOS, IFN-y, mRNA da Granzyme B nos esplendcitos e blocos tumorais
aumentaram significativamente, o que foi associado a melhora da resposta imune

inata e adaptativa.

Nossos resultados sugerem que a suplementacdo com L-ARG pode
representar uma terapia adjuvante eficaz a terapia do CM luminal A. Pois, aumentando
a expressdo de CtIP/RBBP8, que € proposto como um supressor tumoral (SORIA-
BRETONES et al., 2013) com a L-ARG, inferimos que potencializariamos os efeitos
de farmacos inibidores de crescimento, reduzindo a viabilidade por EROs, além do

reforco para superar a imunossupressao e alcancar melhores efeitos terapéuticos.

A L-ARG como terapéutica complementar aos tratamentos convencionais se
provou eficaz, visto que as alteragdes na concentragcéo de gp91phox, fonte de EROs,
e no sistema antioxidante (CAT), além de restaurar os niveis de CtIP, configuram,

numa visao holistica, um quadro favoravel a um bom progndstico e sobrevida.
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6. Concluséo

O tratamento com L-ARG em células tumorais MCF-7 reduziu a expressao da
CAT, aumentou a gp91phox e CtIP. Na dose 3200pug/mL houve uma reducdo da
viabilidade celular. Esses resultados podem contribuir para associacdo da L-ARG as

terapias convencionais no tratamento do cancer de mama.



46

7. Referéncias
ADAMI, H. O.; HUNTER, D.; TRICHOPOULOS, D. Textbook of Cancer Epidemiology.
[s.l.] Oxford University Press, 2008.

AL-DELAIMY, W. K. et al. A prospective study of smoking and risk of breast cancer in young
adult women. Cancer epidemiology, biomarkers & prevention : a publication of the
American Association for Cancer Research, cosponsored by the American Society of
Preventive Oncology, v. 13, n. 3, p. 398-404, mar. 2004.

AL-HAJJ, M. et al. Prospective identification of tumorigenic breast cancer cells. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 100, n. 7, p.
3983-3988, 1 abr. 2003.

ALLEMANI, C. et al. Global surveillance of cancer survival 1995-2009: Analysis of individual
data for 25 676 887 patients from 279 population-based registries in 67 countries
(CONCORD-2). The Lancet, v. 385, n. 9972, p. 977-1010, 14 mar. 2015.

ANTOGNELLI, C. et al. CYP17, GSTP1, PON1 and GLO1 gene polymorphisms as risk
factors for breast cancer: An Italian case-control study. BMC Cancer, 2009.

APOSTOLOU, P.; FOSTIRA, F. Hereditary breast cancer: the era of new susceptibility
genes. BioMed research international, v. 2013, p. 747318, 2013.

ARGALACSOVA, S. et al. Contribution of ABCB1 and CYP2D6 genotypes to the outcome of
tamoxifen adjuvant treatment in premenopausal women with breast cancer. Physiological
research, v. 64 Suppl 4, p. S539-47, 2015.

BADAWOUD, M. H. et al. The possible protective effect of L-arginine against 5-fluorouracil-
induced nephrotoxicity in male albino rats. Via Medica, v. 76, n. 4, p. 608—619, 2017.

BARBUL, A. et al. Wound healing and thymotropic effects of arginine: A pituitary mechanism

of action. American Journal of Clinical Nutrition, 1983.

BARBUL, A. et al. Arginine enhances wound healing and lymphocyte immune

responses in humans. Surgery. Anais...1990

BECKMAN, J. S.; KOPPENOL, W. H. Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite: The
good, the bad, and the uglyAmerican Journal of Physiology - Cell Physiology, nov.
1996.

BENNARDO, N. et al. Alternative-NHEJ is a mechanistically distinct pathway of mammalian

chromosome break repair. PLoS Genetics, v. 4, n. 6, jun. 2008.



47

BOLLATI, V. et al. Hedgehog signalling in breast cancer. Carcinogenesis, v. 30, n. 8, p.
1330-1335, 23 fev. 2009.

BOROUGHS, L. K.; DEBERARDINIS, R. J. Metabolic pathways promoting cancer cell
survival and growthNature Cell BiologyNature Publishing Group, , 30 abr. 2015.

BRAY, F. et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians,
V. 68, n. 6, p. 394424, nov. 2018.

BREWER, H. R. et al. Family history and risk of breast cancer: an analysis accounting for
family structure. Breast Cancer Research and Treatment, v. 165, n. 1, p. 193-200, 3 ago.
2017.

BRITTENDEN, J. et al. L-arginine stimulates host defenses in patients with breast cancer.
Surgery, v. 115, n. 2, p. 205-212, fev. 1994.

BROOKS, S. C.; LOCKE, E. R.; SOULE, H. D. Estrogen receptor in a human cell line (MCF
7) from breast carcinoma. Journal of Biological Chemistry, v. 248, n. 17, p. 6251-6253,
1973.

BRUNELLI, L.; YERMILOV, V.; BECKMAN, J. S. Modulation of catalase peroxidatic and
catalatic activity by nitric oxide. Free Radical Biology and Medicine, 2001.

CAl, H.; GRIENDLING, K. K.; HARRISON, D. G. The vascular NAD(P)H oxidases as
therapeutic targets in cardiovascular diseasesTrends in Pharmacological Sciences,
set. 2003.

CANTOR, S. B. et al. BACH1, a novel helicase-like protein, interacts directly with BRCA1
and contributes to its DNA repair function. Cell, v. 105, n. 1, p. 149-160, 6 abr. 2001.

CAQ, Y. et al. L-Arginine supplementation inhibits the growth of breast cancer by enhancing
innate and adaptive immune responses mediated by suppression of MDSCs in vivo. BMC
Cancer, v. 16, n. 1, p. 343, 1 dez. 2016.

CHINNADURAI, G. CtIP, a candidate tumor susceptibility gene is a team player with

luminariesBiochimica et Biophysica Acta - Reviews on Cancer, 2006.

CHO-CHUNG, Y. S. et al. Arrest of mammary tumor growth in vivo by L-arginine: stimulation
of NAD-dependent activation of adenylate cyclase. Biochemical and biophysical research
communications, v. 95, n. 3, p. 1306-13, 14 ago. 1980.

CIANFROCCA, M.; GRADISHAR, W. New Molecular Classifications of Breast Cancer. CA: A



48

Cancer Journal for Clinicians, v. 59, n. 5, p. 303—-313, 2009.

CIRQUEIRA, M. B. et al. Subtipos moleculares do cancer de mama. Femina, v. 39, p. 499—
503, 2011.

DA FONTE DE AMORIM, L. M. et al. CYP1A1, GSTM1, and GSTT1 polymorphisms and
breast cancer risk in Brazilian women. Cancer Letters, 2002.

DA SILVA, M. M.; DA SILVA, V. H. Envelhecimento: importante fator de risco para o cancer.
Arquivos médicos do ABC, v. 30, n. 1, 2005.

DALL, G. V.; BRITT, K. L. Estrogen effects on the mammary gland in early and late life and
breast cancer risk. Frontiers in Oncology, v. 7, n. MAY, p. 110, 2017.

DE LUIS, D. A. et al. Effect of c-reactive protein and interleukins blood levels in postsurgery
arginine-enhanced enteral nutrition in head and neck cancer patients. European Journal of
Clinical Nutrition, 2003.

EID, W. et al. DNA end resection by CtIP and exonuclease 1 prevents genomic instability.
EMBO Reports, 2010.

ENSOR, C. M. et al. Pegylated arginine deiminase (ADI-SS PEG20, 000 mw) inhibits human
melanomas and hepatocellular carcinomas in vitro and in vivo. Cancer research, v. 62, n.
19, p. 5443-5450, 2002.

FUHRMANN, J. et al. McsB Is a Protein Arginine Kinase That Phosphorylates and Inhibits
the Heat-Shock Regulator CtsR. Science, v. 324, n. 5932, p. 1323-1327, jun. 2009.

GABAI, V. L. et al. Role of Hsp70 in regulation of stress-kinase JNK: Implications in

apoptosis and agingFEBS Letters, 30 out. 1998.

GAYMES, T. J. et al. Microsatellite instability induced mutations in DNA repair genes CtIP
and MRE11 confer hypersensitivity to poly (ADP-ribose) polymerase inhibitors in myeloid

malignancies. Haematologica, 2013.

GEBICKA, L.; DIDIK, J. Catalytic scavenging of peroxynitrite by catalase. Journal of
Inorganic Biochemistry, v. 103, n. 10, p. 1375-1379, out. 2009.

GEIGER, R. et al. L-Arginine Modulates T Cell Metabolism and Enhances Survival and Anti-
tumor Activity. Cell, v. 167, n. 3, p. 829- 842.e13, 20 out. 2016.

GLORIEUX, C. et al. Catalase expression in MCF-7 breast cancer cells is mainly controlled
by PI3K/Akt/mTor signaling pathway. Free Radical Biology and Medicine, v. 87, p. 84-97,
2014.



49

GLORIEUX, C. et al. Chromatin remodeling regulates catalase expression during cancer

cells adaptation to chronic oxidative stress. Free Radical Biology and Medicine, 2016.

GU, B.; CHEN, P.-L. Expression of PCNA-binding domain of CtIP, a motif required for CtIP
localization at DNA replication foci, causes DNA damage and activation of DNA damage
checkpoint. Cell cycle (Georgetown, Tex.), v. 8, n. 9, p. 1409-20, 1 maio 2009.

GUIX, F. X. etal. The physiology and pathophysiology of nitric oxide in the
brainProgress in Neurobiology, 2005.

HAMAJIMA, N. et al. Alcohol, tobacco and breast cancer — collaborative reanalysis of
individual data from 53 epidemiological studies, including 58 515 women with breast cancer
and 95 067 women without the disease. British Journal of Cancer, v. 87, n. 11, p. 1234—
1245, nov. 2002.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell, v. 144, n.
5, p. 646—674, 2011.

HARTLERODE, A. J.; SCULLY, R. Mechanisms of double-strand break repair in somatic

mammalian cells. Biochemical Journal, v. 423, n. 2, p. 157-168, out. 2009.

HEGDE, M. L.; IZUMI, T.; MITRA, S. Oxidized base damage and single-strand break repair
in mammalian genomes: Role of disordered regions and posttranslational modifications in
early enzymes. In: Progress in Molecular Biology and Translational Science. [s.l.] NIH
Public Access, 2012. v. 110p. 123-153.

HEIKKINEN, K., RAPAKKO, K., KARPPINEN, S.M., ERKKO, H., KNUUTILA, S., LUND?AN,
T., MANNERMAA, A., BARRESEN-DALE, A.L., BORG, A., BARKARDOTTIR, R.B.,
PETRINI, J. & WINQVIST, R. RAD50 and NBS1 are breast cancer susceptibility genes
associated with genomic instability. Carcinogenesis, v. 27, p. 1593-1599, 2006.

HEYLAND, D. K. et al. Should immunonutrition become routine in critically ill patients?: A

systematic review of the evidence. Jama, v. 286, n. 8, p. 944-953, 2001.

HEYS, S. D. et al. Potentiation of the response to chemotherapy in patients with breast
cancer by dietary supplementation with L-arginine: Results of a randomised controlled trial.

International Journal of Oncology, v. 12, n. 1, p. 221-225, 1998.

HOA, N. N. et al. BRCA1 and CtIP are both required to recruit Dna2 at double-strand breaks
in homologous recombination. PLoS ONE, 2015.

HOCKENBERY, D. M. et al. Bcl-2 functions in an antioxidant pathway to prevent apoptosis.
Cell, v. 75, n. 2, p. 241-251, 22 out. 1993.



50

HORWITZ, K. B.; COSTLOW, M. E.; MCGUIRE, W. L. MCF-7: A human breast cancer cell
line with estrogen, androgen, progesterone, and glucocorticoid receptors. Steroids, v. 26, n.
6, p. 785-795, 1975.

HUANG, Y. et al. Estrogen increases intracellular p26Bcl-2 to p21Bax ratios and inhibits
taxol-induced apoptosis of human breast cancer MCF-7 cells. Breast cancer research and
treatment, v. 42, n. 1, p. 73-81, jan. 1997.

INCA. O que causa o cancer? Disponivel em: <https://www.inca.gov.br/causas-e-

prevencao/o-que-causa-cancer>. Acesso em: 25 fev. 2020.

INCA. A situagao do cancer de mama no Brasil : Sintese de dados dos sistemas. Rio

de Janeiro: INCA: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva, 2019a.

INCA, I. N. D. C. Estimativa 2018: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: [s.n.]. v.
33

INCA, I. N. D. C. Estimativa 2020 : incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: [s.n.].

JAHANI, M. et al. L-arginine alters the effect of 5-fluorouracil on breast cancer cells in favor
of apoptosis. Biomedicine and Pharmacotherapy, v. 88, p. 114-123, 2017.

JOHANSSON, L. H.; HAKAN BORG, L. A. A spectrophotometric method for determination of

catalase activity in small tissue samples. Analytical Biochemistry, 1988.

JORGENSON, T. C.; ZHONG, W.; OBERLEY, T. D. Redox imbalance and biochemical
changes in cancer. Cancer Research, v. 73, n. 20, p. 6118-6123, 2013.

JUNG, S. et al. Alcohol consumption and breast cancer risk by estrogen receptor status: In a
pooled analysis of 20 studies. International Journal of Epidemiology, v. 45, n. 3, p. 916—
928, 2016.

KALLIO, A. et al. Role of mitochondria in tamoxifen-induced rapid death of MCF-7 breast
cancer cells. Apoptosis : an international journal on programmed cell death, v. 10, n. 6,
p. 1395-410, dez. 2005.

KEY, T. J.; VERKASALDO, P. K.; BANKS, E. Epidemiology of breast cancerLancet
OncologyElsevier, , 1 mar. 2001.

KLAUNIG JE, XU Y, ISENBERG JS, BACHOWSKI S, KOLAJA KL, JJANG J, STEVENSON
DE, W. E. O papel do estresse oxidativo na carcinogénese quimica. Environ Health
Perspect, v. 106(1), p. 289-295, 1998.

KONQO, Y. et al. Catalase catalyzes of peroxynitrite-mediated phenolic nitration. Bioscience,



51

biotechnology, and biochemistry, v. 62, n. 3, p. 448-52, mar. 1998.

KYU, H. H. et al. Physical activity and risk of breast cancer, colon cancer, diabetes,
ischemic heart disease, and ischemic stroke events: Systematic review and dose-
response meta-analysis for the Global Burden of Disease Study 2013BMJ (Online)BMJ
Publishing Group, , 2016.

LASSEGUE, B.; CLEMPUS, R. E. Vascular NAD(P)H oxidases: specific features,
expression, and regulation. American Journal of Physiology-Regulatory, Integrative and
Comparative Physiology, v. 285, n. 2, p. R277-R297, ago. 2003.

LEE, A. V.; OESTERREICH, S.; DAVIDSON, N. E. MCF-7 Cells--Changing the Course of
Breast Cancer Research and Care for 45 Years. JNCI Journal of the National Cancer
Institute, v. 107, n. 7, p. djv073—djv073, mar. 2015.

LEVY-LAHAD, E.; FRIEDMAN, E. Cancer risks among BRCA1 and BRCA2 mutation
carriersBritish Journal of Cancer, 15 jan. 2007.

LI, S. et al. Binding of CtIP to the BRCT repeats of BRCA1 involved in the transcription
regulation of p21 is disrupted upon DNA damage. Journal of Biological Chemistry, 1999.

LI, S. et al. Functional link of BRCA1 and ataxia telangiectasia gone product in DNA damage
response. Nature, 2000.

LIN, Z. P. et al. Triapine disrupts CtIP-mediated homologous recombination repair and
sensitizes ovarian cancer cells to PARP and topoisomerase inhibitors. Molecular Cancer
Research, 2014.

LIOU, G. Y.; STORZ, P. Reactive oxygen species in cancerFree Radical Research, 2010.

LITMAN, R. et al. BACHL1 is critical for homologous recombination and appears to be the
Fanconi anemia gene product FANCJ. Cancer Cell, v. 8, n. 3, p. 255-265, 1 set. 2005.

LOEW, O. ANEW ENZYME OF GENERAL OCCURRENCE IN ORGANISMIS. Science, v.
11, n. 279, p. 701-702, 4 maio 1900.

LORI JARDINES, MD, SHARAD GOYAL, MD, PAUL FISHER, MD, JEFFREY WEITZEL,
MD, MELANIE ROYCE, MD, PHD, SHARI B. GOLDFARB, M. Breast Cancer Overview: Risk

Factors, Screening, Genetic Testing, and Prevention. 2015.

LU, W.; OGASAWARA, M. A.; HUANG, P. Models of reactive oxygen species in
cancerDrug Discovery Today: Disease ModelsNIH Public Access, , 2007. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18591999>. Acesso em: 11 abr. 2019



52

LUO, J. et al. Association of active and passivesmoking with risk of breast cancer among
postmenopausal women: A prospective cohort study. BMJ, v. 342, n. 7796, p. 536, 5 mar.
2011.

MAKHARASHUVILI, N. et al. Catalytic and Noncatalytic Roles of the CtIP Endonuclease in
Double-Strand Break End Resection. Molecular Cell, 2014.

MARINHEIRO, L. P. F. et al. Expressao dos fatores de proliferacédo celular PCNA e Ki-67 e
receptores de estrogénio e progesterona em tecido mamario normal de mulheres na pés-
menopausa submetidas a dois esquemas de terapia de reposi¢cdo hormonal. Arquivos

Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, 2003.

MEINDL, A. et al. Germline mutations in breast and ovarian cancer pedigrees establish
RAD51C as a human cancer susceptibility gene. Nature Genetics, v. 42, n. 5, p. 410-414,
2010.

MIJNES, J. et al. Promoter methylation of DNA damage repair (DDR) genes in human tumor
entities: RBBP8/CtIP is almost exclusively methylated in bladder cancer. Clinical
Epigenetics, v. 10, n. 1, p. 15, 2018.

MIKI, H.; FUNATO, Y. Regulation of intracellular signalling through cysteine oxidation by
reactive oxygen species. The Journal of Biochemistry, v. 151, n. 3, p. 255-261, jan. 2012.

MOLONEY, J. N.; COTTER, T. G. ROS signalling in the biology of cancerSeminars in
Cell and Developmental BiologyElsevier Ltd, , 1 ago. 2018. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28587975>. Acesso em: 25 fev. 2020

MOLYNEUX, G. et al. BRCA1 basal-like breast cancers originate from luminal epithelial
progenitors and not from basal stem cells. Cell Stem Cell, v. 7, n. 3, p. 403-417, 3 set.
2010.

MORBIDELLI, L.; DONNINI, S.; ZICHE, M. Role of nitric oxide in tumor angiogenesis. In:
Angiogenesis in Brain Tumors. [s.l.] Springer, 2004. p. 155-167.

NAROD, S. A.; FOULKES, W. D. BRCA1 and BRCA2: 1994 and beyondNature Reviews
CancerNature Publishing Group, , set. 2004.

NEGRINI, S.; GORGOULIS, V. G.; HALAZONETIS, T. D. Genomic instability an evolving
hallmark of cancerNature Reviews Molecular Cell BiologyNature Publishing Group, ,
mar. 2010.

NOVAES, M.; BEAL, F. Pharmacology of L-arginine in cancer patients. Revista Brasileira
de Cancerologia, v. 50, n. 4, p. 321-325, 2004.



53

NOVAES, M. R. C. G.; DE MELO PANTALEAO, C. Arginina: bioquimica, fisiologia e
implicacdes terapéuticas em pacientes com cancer gastrointestinal. Revista de Ciéncias
Médicas, v. 14, n. 1, 2012.

OMAR, H. A,; TOLBA, M. F.; SABER-AYAD, M. M. Potential targets of energy restriction
mimetic agents in cancer cellsFuture OncologyFuture Medicine Ltd., , 1 dez. 2014.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25531043>. Acesso em: 4 mar. 2020

OUCHI, T. BRCAL1 phosphorylation: Biological consequencesCancer Biology and
TherapyLandes Bioscience, , 2006.

PAULSEN, C. E.; CARROLL, K. S. Cysteine-Mediated Redox Signaling: Chemistry, Biology,
and Tools for Discovery. Chemical Reviews, v. 113, n. 7, p. 4633—-4679, jul. 2013.

PERILLO, B. et al. 17beta -Estradiol Inhibits Apoptosis in MCF-7 Cells, Inducing bcl-2
Expression via Two Estrogen-Responsive Elements Present in the Coding Sequence.
Molecular and Cellular Biology, v. 20, n. 8, p. 2890-2901, 15 abr. 2000.

PETERS, J. M.; GONZALEZ, F. J. The Evolution of Carcinogenesis. Toxicological
sciences : an official journal of the Society of Toxicology, v. 165, n. 2, p. 272-276, 2018.

PISOSCHI, A. M.; POP, A. The role of antioxidants in the chemistry of oxidative stress:
A reviewEuropean Journal of Medicinal ChemistryElsevier Masson SAS, , 21 abr. 2015.

RAHMAN, N. et al. PALB2, which encodes a BRCA2-interacting protein, is a breast cancer
susceptibility gene. Nature Genetics, v. 39, n. 2, p. 165-167, 2007.

RENWICK, A. et al. ATM mutations that cause ataxia-telangiectasia are breast cancer
susceptibility alleles. Nature Genetics, v. 38, n. 8, p. 873—-875, 2006.

REYNOLDS, J. V et al. Immunologic effects of arginine supplementation in tumor-bearing

and non-tumor-bearing hosts. Annals of Surgery, v. 211, n. 2, p. 202—-210, 1990.

ROSER, M.; RITCHIE, H. Cancer. Disponivel em: <https://ourworldindata.org/cancer>.
Acesso em: 12 abr. 2019.

SANGIOVANNI, N. . S. . Synergism of nutrition, infection, and immunity : an overview. The

American journal of clinical nutrition, 2002.
SARTORI, A. A. et al. Human CtIP promotes DNA end resection. Nature, 2007.

SCHAEPER, U. et al. Interaction between a cellular protein that binds to the C-terminal
region of adenovirus E1A (CtBP) and a novel cellular protein is disrupted by E1A through a
conserved PLDLS motif. Journal of Biological Chemistry, v. 273, n. 15, p. 8549-8552, 10



54

abr. 1998.

SEN, S.; KAWAHARA, B.; CHAUDHURI, G. Maintenance of higher H202 levels, and its

mechanism of action to induce growth in breast cancer cells: Important roles of bioactive

catalase and PP2A. Free Radical Biology and Medicine, v. 53, n. 8, p. 1541-1551, out.
2012.

SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; JEMAL, A. Cancer statistics, 2017. CA: A Cancer Journal
for Clinicians, v. 67, n. 1, p. 7-30, jan. 2017.

SILVA, P. A. DA; RIUL, S. DA S. Cancer de mama: fatores de risco e deteccdo precoce.
Revista Brasileira de Enfermagem, v. 64, n. 6, p. 1016-1021, dez. 2011.

SINGLETARY, S. E. Rating the Risk Factors for Breast CancerAnnals of
SurgeryLippincott Williams and Wilkins, , abr. 2003. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12677142>. Acesso em: 18 mar. 2020

SOARES, E. C.; CAMARA, R. Imunomoduladores nutricionais em neoplasias.Revista
do Hospital das Clinicas de Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
1993.

SORIA-BRETONES, I. et al. Prognostic value of CtIP/RBBP8 expression in breast cancer.
Cancer Medicine, v. 2, n. 6, p. 774-783, 2013.

SOSA, V. et al. Oxidative stress and cancer: An overview. Ageing Research Reviews, v.
12, n. 1, p. 376-390, jan. 2013.

SOTIRIOU, C. et al. Breast cancer classification and prognosis based on gene expression
profiles from a population-based study. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 100, n. 18, p. 10393-8, set. 2003.

SOULE, H. D. et al. A Human Cell Line From a Pleural Effusion Derived From a Breast
Carcinoma 2. JNCI: Journal of the National Cancer Institute, v. 51, n. 5, p. 1409-1416,
nov. 1973.

STEFFEN, J. et al. Increased cancer risk of heterozygotes withNBS1 germline mutations in

poland. International Journal of Cancer, v. 111, n. 1, p. 67-71, 10 ago. 2004.

TAMARIT, J.; CABISCOL, E.; ROS, J. Identification of the major oxidatively damaged
proteins in Escherichia coli cells exposed to oxidative stress. The Journal of biological
chemistry, v. 273, n. 5, p. 3027-32, 30 jan. 1998.

TOUYZ, R. M.; SCHIFFRIN, E. L. Reactive oxygen species in vascular biology:



55

Implications in hypertensionHistochemistry and Cell Biology Springer, , 26 out. 2004.

VALENTI, G. et al. Cancer stem cells regulate cancer-associated fibroblasts via activation of
hedgehog signaling in mammary gland tumors. Cancer Research, v. 77, n. 8, p. 2134-2147,
15 abr. 2017.

VAN DEN BRANDT, P. A. et al. Pooled analysis of prospective cohort studies on height,
weight, and breast cancer risk. American Journal of Epidemiology, v. 152, n. 6, p. 514—
527, 15 set. 2000.

VETRANO, A. M. et al. Characterization of the oxidase activity in mammalian catalase.
Journal of Biological Chemistry, 2005.

VISSERS, Y. L. J. et al. Plasma arginine concentrations are reduced in cancer patients:
evidence for arginine deficiency? The American journal of clinical nutrition, v. 81, n. 5, p.
1142-1146, 2005.

VUONG, D. et al. Molecular classification of breast cancer. Virchows Archiv, v. 465, n. 1, p.
1-14, 31 jul. 2014.

WAITZBERG, D. L. Nutri¢cdo oral, enteral e parenteral na prética clinica v. 1. In: Nutricéo

oral, enteral e parenteral na prética clinicav. 1. [s.l: s.n.]. p. 1289.

WANG, C.-Y. et al. Gene signatures and potential therapeutic targets of amino acid
metabolism in estrogen receptor-positive breast cancer. American journal of cancer
research, v. 10, n. 1, p. 95-113, 2020.

WANG, J. et al. Loss of CtIP disturbs homologous recombination repair and sensitizes breast
cancer cells to PARP inhibitors. Oncotarget, v. 7, n. 7, p. 7701-14, 16 fev. 2016.

WASHBROOK, E. Risk factors and epidemiology of breast cancer. Women’s Health
Medicine, v. 3, n. 1, p. 8-14, 1 jan. 2006.

WHEATLEY, D. N. et al. Single amino acid (arginine) restriction: Growth and death of
cultured HeLa and human diploid fibroblasts. Cellular Physiology and Biochemistry, v. 10,
n. 1-2, p. 37-55, 2000.

WHEATLEY, D. N. Controlling cancer by restricting arginine availability—arginine-
catabolizing enzymes as anticancer agents. Anti-cancer drugs, v. 15, n. 9, p. 825-833,
2004.

WILD CP, WEIDERPASS E, S. B. EDITORS (2020). World Cancer Report: Cancer

Research for Cancer Prevention. Lyon, France: International Agency for Research on



56

Cancer: [s.n.]. Disponivel em: <http://publications.iarc.fr/586.>.

WONG, A. K. C. et al. Characterization of a carboxy-terminal BRCAL interacting protein.
Oncogene, 1998.

WORSHAM, M. J. et al. Multiplicity of benign breast lesions is a risk factor for progression to
breast cancer. Clinical Cancer Research, v. 13, n. 18, p. 5474-5479, 15 set. 2007.

WU, D.; YOTNDA, P. Production and detection of reactive oxygen species (ROS) in cancers.

Journal of visualized experiments : JoVE, n. 57, nov. 2011.

WU, G. et al. Arginine metabolism and nutrition in growth, health and diseaseAmino
AcidsSpringer, , 23 maio 2009.

WU, M. et al. CtIP Silencing as a Novel Mechanism of Tamoxifen Resistance in Breast
Cancer. Molecular Cancer Research, v. 5, n. 12, p. 1285-1295, 2008.

WU, W.-S. The signaling mechanism of ROS in tumor progression. Cancer metastasis
reviews, v. 25, n. 4, p. 695-705, dez. 2006.

YARDEN, R. |.; BRODY, L. C. BRCAL interacts with components of the histone deacetylase
complex. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 1999.

YOSHIDA, K.; MIKI, Y. Role of BRCA1 and BRCA2 as regulators of DNA repair,
transcription, and cell cycle in response to DNA damageCancer ScienceJohn Wiley &
Sons, Ltd, , 1 nov. 2004. Disponivel em: <http://doi.wiley.com/10.1111/j.1349-
7006.2004.tb02195.x>. Acesso em: 17 mar. 2020

YU, X. et al. The C-terminal (BRCT) domains of BRCA1 interact in vive with CtIP, a protein
implicated in the CtBP pathway of transcriptional repression. Journal of Biological
Chemistry, 1998.

YU, X.; BAER, R. Nuclear localization and cell cycle-specific expression of CtIP, a protein

that associates with the BRCA1 tumor suppressor. Journal of Biological Chemistry, 2000.

ZHENG, A.; KALLIO, A.; HARKONEN, P. Tamoxifen-induced rapid death of MCF-7 breast
cancer cells is mediated via extracellularly signal-regulated kinase signaling and can be

abrogated by estrogen. Endocrinology, v. 148, n. 6, p. 2764—77, jun. 2007.



