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RESUMO

O cancer de mama ¢ uma das doengas que mais matam mulheres em todo o mundo. Por ser
considerado uma doenga complexa e com comportamento dindmico, ¢ necessario a busca de
novos marcadores tumorais e de alvos terapéuticos. As proteinas que atuam como fatores de
transcri¢do tem sido alvo de estudo nas neoplasias pelo seu importante papel na transcri¢ao de
genes que codificam proteinas oncogénicas ou supressoras tumorais. Dentre os fatores de
transcri¢do importantes no destino da diferenciacdo celular e do processo de desenvolvimento
dos orgaos e tecidos, as proteinas da familia SOX tem se destacado como alvo no estudo das
neoplasias, dentre elas a proteina SOX2 e SOX14, membros do mesmo subgrupo da proteina
SOX3, ainda pouco estudada. Com o objetivo de estudar o papel da proteina SOX3 na regulagao
da apoptose e da transicdo epitélio-mesénquima (TEM) em neoplasias mamarias, a linhagem
celular MDA-MB-213, proveniente de carcinoma ductal invasivo de mama, foi selecionada
como modelo experimental por ndo expressar a proteina SOX3, e apresentar um fenotipo mais
agressivo (Triplo-negativo). Portanto, para cumprir o objetivo do presente trabalho, a regido
que codifica a proteina SOX3 humana foi subclonada no vetor de expressdao pEF1/Myc-His
usando uma sequéncia SOX3 amplificada a partir de DNA gendmico humano. As células
MDA-MB-231 foram cultivadas e transfectadas com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3, ¢ como
controle foram utilizadas células sem tratamento e células transfectadas com vetor vazio
pEF1/Myc-His. Apo6s 24 horas da transfec¢do, foi avaliado a citotoxicidade por teste de
viabilidade-MTT, a porcentagem de células em apoptose por citometria de fluxo usando o
protocolo de Anexina V-FITC/PI, e a expressao dos genes envolvidos na apoptose ¢ na TEM
por qPCR: SOX3, CASP3, CASPS, CASPY, BAX e BCL2, ECAD, NCAD, SNAIL, ZEBI e ZEB2.
Os resultados indicaram uma redugdo de 55% da viabilidade das células transfectadas com
pEF1/Myc-His/SOX3, em relagdo aos seus controles, corroborando com os resultados da
porcentagem de apoptose por citometria de fluxo nas células transfectadas com pEF1/Myc-
His/SOX3 (52%) quando comparados ao controle nao transfectado (10%) e ao vetor vazio
(13%). Os resultados da qPCR indicaram maior expressdo génica de CASP3 (3,26 vezes),
CASPS (2,24 vezes), CASPY (18,54 vezes), BAX (4,11 vezes) e, menor expressao génica de
BCL?2 (0,40 vezes) em comparagdo com o controle ndo transfectado. J& a avaliacdo dos genes
relacionados a TEM demonstraram menor expressao de mRNA de NCAD (0,06 vezes), SNAIL
(0,18 vezes), ZEBI (0,15 vezes), ZEB2 (0,11 vezes) e uma maior expressdo de ECAD (27
vezes). Deste modo, os resultados do presente estudo suportam a hipdtese de que SOX3 € um
fator de transcri¢gdo com envolvimento na regula¢do dos genes pro-apoptdticos e do fendtipo
epitelial, com possivel acdo supressora de tumor, e a perda da sua expressao ¢ um indicativo de
resisténcia a apoptose e de favorecimento da TEM. Futuros estudos funcionais, assim como a
investigacao da expressdo dessa proteina em tecidos de tumor de mama, correlacionados as
caracteristicas clinicas e de prognostico tumoral, devem ser realizados para melhor elucidar o
papel dessa proteina no cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. Fatores de Transcricdo. SOX3. Apoptose. MDA-MB-231



ABSTRACT

Breast cancer is one of the diseases that kill most women worldwide. It is considered a complex
disease with dynamic behavior, it is necessary to search for new tumor markers and therapeutic
targets. Proteins that act as transcription factors have been studied in neoplasms due to their
important role in the transcription of genes that encode oncogenic proteins or tumor
suppressors. Among the transcription factors important in the cell fate, differentiation, and
organ and tissues development, the SOX family proteins have been highlighted as a target in
the study of cancer, among them SOX2 and SOX14, members of the same subgroup of the
SOX3 protein, still little studied. To study the role of the SOX3 protein in the regulation of
apoptosis in the epithelium-mesenchymal transition (EMT) in mammary neoplasms, the cell
line MDA-MB-213, from invasive ductal breast carcinoma, was selected as an experimental
model because it does not express the protein SOX3, and show a more aggressive phenotype
(Triple-negative). Therefore, to fulfill this objective, the region encoding the human SOX3
protein was subcloned into the pEF1/Myc-His expression vector using a SOX3 sequence
amplified from human genomic DNA. MDA-MB-231 cells were cultured and transfected with
the pEF1/Myc-His/SOX3 vector, and untreated cells and cells transfected with empty
pEF1/Myc-His vector were used as controls. After 24 hours of transfection, cytotoxicity was
evaluated by viability test-MTT, the percentage of cells undergoing apoptosis was determined
by flow cytometry using the Annexin V-FITC/PI protocol, and qPCR was performed to evaluate
gene expression of apoptotic and epithelial-mesenchymal pathways: SOX3, CASP3, CASPS,
CASPY, BAX, BCL2, ECAD, NCAD, SNAIL, ZEB1 and ZEB2. Results indicated a reduction of
55% in cells transfected with pEF1/Myc-His/SOX3 viability, in relation to their controls,
corroborating the results of the percentage of apoptosis by flow cytometry in cells transfected
with pEF1/Myc-His/SOX3 (52%) when compared to the untransfected control (10%) and the
empty vector control (13%). Real-time PCR results for apoptosis-related genes demonstrated
upregulation of mRNA expression of CASP3 (3.26-fold), CASPS (2.24-fold), CASP9 (18.54-
fold) BAX (4.11-fold), and downregulation of BCL2 mRNA expression (0.40-fold) compared
to the untransfected control. The evaluation of genes related to the epithelium-mesenchymal
transition showed downregulation of NCAD (0.06-fold), SNAIL (0.18-fold), ZEB1 (0.15-fold),
ZEB2 (0.11-fold), mRNA expression, and upregulation of ECAD mRNA expression (27-fold).
Thus, the present study results support the hypothesis that SOX3 is a transcription factor
involved in the regulation of pro-apoptotic genes and epithelial phenotype maintenance, with a
possible tumor suppressor action. So, the loss of its expression indicates resistance to apoptosis
and favoring EMT. Future functional studies and the investigation of the expression of this
protein in breast tumor tissues, correlated with clinical characteristics and tumor prognosis,
should be performed to better elucidate the role of this protein in breast cancer.

Keywords: Breast Cancer. Transcription Factors. SOX3. Apoptosis. MDA-MB-231
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia feminina mais comum no Brasil, sendo um importante
problema de satide publica. Segundo estimativas do INCA ¢ previsto cerca de 66 mil novos
casos de cancer de mama por ano, para o tri€nio 2020-2022. Este dado refor¢ca um
comportamento de incidéncia mundial, tornando o cancer de mama um grande alvo no

desenvolvimento de novos estudos.

Os tumores mamarios possuem uma alta diversidade histologica e molecular, sendo o
carcinoma ductal invasivo o tipo histoldogico mais comum, com cerca de 75% de todos os casos.
Em relacdo aos fatores moleculares, destaca-se os tumores classificados como triplo negativos,
que representa aproximadamente 20% de todos os tumores da mama e ¢ caracterizado pela falta

de expressao dos receptores de estrogénio e progesterona, como também HER2.

Outro importante fator no estabelecimento da resisténcia dos tumores triplo negativos, ¢ a
transi¢do epitélio-mesénquima, mecanismo onde as células epiteliais adquirem o perfil
mesenquimal, favorecendo a perda de adesdo, migragdo, invasdo e resisténcia a morte celular.
Este mecanismo sé possivel devido a modulagdo de importantes fatores de transcrigdo,
principalmente E-Caderina, N-Caderina, SNAIL, ZEBI e ZEB2. Portanto a investiga¢ao de
fatores de transcricdo que possam atuar como supressores tumorais, regulando importantes
mecanismos de resisténcia, como controle de proliferacdo, ciclo celular, morte apoptdtica,

torna-se relevante.

A familia SOX representa mais de 20 genes relacionados a varios processos do
desenvolvimento saudavel do organismo humano, incluindo diferenciacdo celular,
diferenciagdo sexual, organogénese, como também um papel na tumorigénese. Muitos
membros da familia SOX podem atuar como genes supressores de tumor, oncogenes ou ambos,

estando a fun¢do condicionada ao ambiente celular. Dentro deste grupo, temos o gene SOX3.

A proteina SOX3 ¢ um fator de que desempenha papel fundamental em diferentes processos
da neogénese, desenvolvimento da hipofise, da regido cranio facial e na diferenciag¢do celular
testicular. Diversos trabalhos t€m relatado a expressdao e funcdo de SOX3 em diferentes
tumores, sendo que o mesmo demonstra um padrdo diferenciado de funcdo em cada tipo

tumoral. No cancer de mama o papel de SOX3 ainda ¢ pouco explorado, quando comparado a
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outros membros da familia SOX, mostrando uma necessidade no entendimento da sua

expressao e participacdo na regulagdo de importantes mecanismos de inducao de morte
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer

O corpo humano ¢ formado por trilhdes de células, e durante a vida humana, estas células
precisam se dividir, renovar, serem destinadas a morte, em um processo natural de reciclagem
celular. Os seres vivos multicelulares, possuem a sua proliferacao celular controlada, liberando
estimulos para proliferacdo somente diante a necessidade de divisdo. Todo esse processo €
altamente controlado pelo “ciclo celular”, onde vai ocorrer eventos de duplicagdo do material

genético e dos componentes celular, formando novas células.

O ciclo celular ¢ um processo biologico passivel de erros, e a principal forma de identificar
os erros ¢ através dos pontos de checagem ou do inglés “Checkpoint”. Nestes pontos de
checagem importantes proteinas sensoras, como: ATM (Gene mutado na ataxia telangectasia)
/ATR (cinase relacionada a ATM) e DNA-PK (proteina quinase dependente de DNA),
reconhecem os erros de duplicagdo genética e transmitem informagdes para proteinas efetoras
como: CHKI1 (Checkpoint quinase 1), CHK2 (Checkpoint quinase 2), MDM2 (Proteina
homologa ao gene 2 double minute camundongo) e p53 (Proteina 53). As proteinas efetoras,
por sua vez, irdo gerar respostas ao dano celular encontrado, sendo as principais: parada do
ciclo celular, reparo ou a inducdo a morte celular programada (PHAN; CROUCHER, 2020;
STOLAROVA et al., 2020).

A desregulacao do ciclo celular e o escape de células mutadas, que ndo respondem aos sinais
de parada e reparo dos pontos de checagem, favorecem a ocorréncia de um crescimento celular
descontrolado, tornando estas células potencialmente tumorais. Apds o estabelecimento e
prolifera¢do destas células, forma-se o que ¢ conhecido como cancer (PHAN; CROUCHER,

2020).

Cancer ¢ o termo utilizado para denominar um grupo extenso de doengas com importante
impacto na mortalidade mundial, sendo determinante na diminui¢do da expectativa de vida da
populag¢do. No ano de 2020 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), através da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Céncer (International Agency for Research on Cancer - IARC)

publicou seu estudo sobre incidéncia de neoplasias em escala mundial, o GLOBOCAN 2020.
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De acordo com o trabalho era previsto cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer,
levando em consideragdo todos os tipos de tumores incidentes em ambos os sexos e todas as
idades. Dentro desta previsao, estimou-se cerca de 10 milhdes de mortes em todo o mundo.
Outro importante dado ¢ em relacao a extrapolagdo de casos no futuro, onde determinaram que
no ano de 2040 a incidéncia sera de 28,4 milhdes de novos casos, representando um aumento

expressivo de 47% em relacao ao ano de 2020 (SUNG et al., 2021).

As causas do cancer estdo relacionadas a diferentes fatores de risco, sendo eles por
comportamentos individuais, como tabagismo, alcoolismo, dieta e exposi¢do a radiagdo
ionizante, ou fatores chamados de intrinsecos como mutagdes genéticas, hereditariedade e
condi¢des imunes. Ambos os grupos de fatores podem agir de forma individual, ou conjunta,

favorecendo o aparecimento de algum tumor (HULVAT, 2020).

O sucesso das células tumorais e seu estabelecimento, esta relacionado a um conjunto de
alteracdes que sdo essenciais para seu desenvolvimento. Hanahan & Weinberg, 2000,
publicaram os primeiros passos no entendimento de importantes alteragdes que estdo
diretamente relacionadas ao sucesso do tumor, como a sinalizag¢ao para proliferagdo, aumento
da resisténcia a morte celular, potencial replicativo ilimitado, favorecimento da angiogénese,
promogdo da invasdo e metastase, entre outros fatores. Apos alguns anos estes sinais foram
revisados e acrescidos alguns importantes fatores, principalmente mecanismos que atuam na
modificagdo do microambiente tumoral, sinalizando para as células adjacentes, contribuindo
para o crescimento do tumor (Figura 1) (HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2011;
HANAHAN; WEINBERG; 2000)
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Figura 1: Principais caracteristicas no favorecimento e estabelecimento tumoral
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Fonte: Adaptado de (HANAHAN, 2022)

2.2 Apoptose

A apoptose ¢ uma morte celular programada, altamente regulada e conservada
evolutivamente. Desempenha importantes fungdes em processos fisioldgicos, mantendo a
homeostase celular, controlando processos de proliferacdo celular e indu¢dao de morte

(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; VOSS; STRASSER, 2020).

O processo de morte celular apoptotica € caracterizado por um processo silencioso, onde
ocorrem alteracdes morfologicas e ndo se desencadeia processos inflamatorios.
Microscopicamente inicia-se um processo de perda de volume celular e condensacgdo
citoplasmatica, picnose nuclear, formacao de proje¢des membranares (blebs) e o ntcleo se
desintegra em fragmentos envoltos por membrana nuclear, liberando os chamados, corpos

apoptoticos (NEVES; BRINDLE, 2014).

A ativacdo da morte apoptdtica ¢ regulada por um complexo mecanismo bioquimico,
onde ocorre a modulagdao de moléculas, principalmente da familia das caspases, juntamente

com a familia de proteinas Bcl-2. As principais vias de ativagdo da apoptose sao chamadas
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de via intrinseca (via mitocondrial) e a via extrinseca (via de receptores de morte)

(KACZANOWSKI, 2016).

A via extrinseca, também conhecida como via de receptor de morte, ¢ uma das vias
apoptoticas, onde o estimulo parte de um importante grupo de receptores, como o Fas (FasL
— Ligante) e o TNFR-1 (Receptor do fator de necrose tumoral 1), que se ligam a receptores
membranares, recrutando moléculas como prd-caspase-8 e consequente ativacdo de
Caspase-8, para iniciar a via apoptotica através principalmente da ativacdo de Caspase-3

(D’ARCY, 2019; NEVES; BRINDLE, 2014) (Figura 2).

Em relacdo a via intrinseca ou via mitocondrial, sabe-se que a ativagdo ¢ mediante a
estimulos mitocondriais. Estes estimulos podem ser através de danos celulares por radiacao
ionizante, toxinas, auséncia de oxigénio, desbalan¢o de radicais livres e infecgdes virais,
como também estimulos hormonais e de fatores de crescimento. Estes estimulos externos
principalmente ligados ao DNA, favorecem a um desequilibrio, favorecendo a perda da
integridade da membrana externa mitocondrial, formando poros que favorecem a liberacao
do citocromo C, que ao ser liberado se une ao APAF-1 (fator de ativagcdo 1 da protease
apoptdtica) e ao CARD (Dominio de Recrutamento de Caspases), formando o apoptossomo.
O apoptossomo por sua vez ird ativar caspases iniciadoras, principalmente a Caspase-9

(D’ARCY, 2019; GREEN; LLAMBI, 2015; NEVES; BRINDLE, 2014) (Figura 2).

Como citado anteriormente, ambas as vias apoptoticas sao dependentes da ativacdo de
moléculas ligadas a duas importantes familias, as caspases e a familia Bcl-2. A familia de
proteinas Bcl-2 encontra-se em um estado fisiologico de equilibrio, mantendo a homeostase
tecidual. Essa homeostase ¢ mantida controlando a quantidade de proteinas, pro-apoptoticas
(Bax, Bad, Bid, Bcl-xS, Bak, Box, Bik, Blk, Bim, Hrk, BNIP3) e anti-apoptoticos (Bcl-2,
Bcel-x1, A1, Mcl-1) (WARREN; WONG-BROWN; BOWDEN, 2019). Dentro da inducao de
apoptose a familia Bcl-2 tem papel primordial na permeabilidade da membrana
mitocondrial. A liberagdo do citocromo C na via intrinseca ¢ regulada positivamente com a
presenca de BAX, representante pro-apoptotico, € em consequéncia regulado
negativamente pela presenca da proteina Bcl-2 (anti-apoptotico) (VOSS; STRASSER,
2020). Além do controle de permeabilidade da membrana mitocondrial, a familia Bcl-2

também esta envolvida na ativacao de caspases.

As caspases (proteases asparticas de cisteina), estdo envolvidas na manutencdo da

homeostase, através da regulacdo da apoptose, controlando a inicia¢do e execucao da morte
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celular por apoptose. Dentro da cascata de sinalizacdo de indug¢do de morte, encontra-se
membros inativos, conhecidos como pro-caspase € apOs a transmissdo de sinais
intracelulares de ativagdo, as pro-caspases ativam as caspases, tornando-as funcionais. As
caspases sao classificadas como caspases iniciadoras (caspases 1,2, 4,5, 8,9, 10,11 e 12)
e caspases efetoras (caspases 3, 6 ¢ 7) (CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020). Apds a ativagdo,
as caspases iniciadoras induzem a ativacdo das caspases efetoras, promovendo o
seguimento da via de indugdo de morte. Além da ativacao direta de caspases, ocorre a
sinalizagdo de ativacdo de moléculas. Todo esse processo de cascata de caspases ¢
irreversivel, sendo finalizado somente no momento que a célula chega a morte (MORANA;

WOOD; GREGORY, 2022).

Figura 2: Vias moleculares na indu¢ao da morte por apoptose.
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2.3 Cancer de mama — Etiologia e Epidemiologia

O cancer de mama ¢ uma compilacdo de diferentes neoplasias que afetam as glandulas
mamarias. Dentro dos casos previstos para 2020, a pesquisa definiu que 11,7% (2,3 milhdes)
seriam de novos casos de cancer de mama. Essa taxa de incidéncia coloca o cancer de mama na
posicdo de neoplasia com maior incidéncia na populacdo mundial, dividindo essa posigdo,
juntamente com cancer de pulmao (Figura 3). Além da alta taxa de incidéncia, o cancer de
mama foi previsto como a neoplasia mais fatal em mulheres, sendo responsavel por cerca de

685 mil obitos em 2020 (SUNG et al., 2021).

Figura 3: Estimativa mundial da incidéncia dos diferentes tipos de cancer para o ano de 2020.
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Fonte: Adaptado de SUNG et al., 2021

No Brasil o cancer de mama ¢ um relevante problema de saude publica, correspondendo a
grande parte dos novos casos de neoplasias que acometem mulheres a cada ano. De acordo com
o Instituto Nacional de Cancer Jos¢ Alencar Gomes da Silva (INCA), para o triénio 2020-2022
¢ previsto a incidéncia de 66.280 casos/ano, representando 29,7% dos tumores ocorrentes nas

mulheres (INCA, 2020). Esse dado reforca o comportamento e tendéncia mundial do cancer de
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mama, colocando-o como mais incidente na populacdo feminina e o de maior taxa de

mortalidade (SUNG et al., 2021).

No ano de 2017 segundo o INCA, ocorreram 16.724 6bitos de mulheres acometidas com
cancer de mama (INCA, 2019). A alta taxa de mortalidade por cancer de mama ¢ uma realidade
de todas as regides do Brasil. Sendo as maiores taxas de dbitos nas regides Sudeste (16,14) e

Sul (15,08) a cada 100 mil habitantes (Figura 4).

Figura 4: Representagdo espacial das taxas de mortalidade por cancer de mama, por 100 mil
mulheres no ano de 2019.
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Como toda doenga, o cancer de mama € cercado por fatores que favorecem a sua incidéncia.
Alguns fatores que aumentam a incidéncia do cancer de mama, estdo relacionados além do
comportamento individual. Como por exemplo, o fato de ser mulher, aumenta em cerca de 100

vezes as chances de se desenvolver cancer de mama, quando comparado a um homem (FENG,
Yixiao et al., 2018).
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Como as mulheres sdo o principal grupo de risco, a busca na determinacdo de fatores
etiologicos dentro da populacdo feminina, tornou-se uma area de estudo consolidada. A ligagao
do comportamento individual, fatores hormonais, reprodutivos, genéticos e hereditarios, tem
sido levado em consideragdo para avaliar o aumento da incidéncia e o impacto do cancer de

mama nas mulheres (FENG, Yixiao et al., 2018; LOIBL et al., 2021).

Os principais fatores podem ser divididos conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Principais fatores de risco na incidéncia de cancer de mama em mulheres.

Fatores de risco relacionados a incidéncia de cincer de mama em mulheres

Comportamentais e

Ambientais Reproducio e Hormonal Genéticos e Hereditarios
Primeira menstruacao antes dos Historico familiar de cancer de
Idade 12 anos ovario

Historico familiar de cancer de
mama principalmente antes dos
Obesidade e sobrepeso Nao ter tido filhos 50 anos

Primeira gravidez apds os 30 Historico familiar de cancer de
Sedentarismo anos mama em homens

Alteracdes genéticas,

Consumo de bebidas especialmente nos genes
alcodlicas Nao ter amamentado BRCA1 e BRCA2
Alimentagdo Menopausa ap0ds os 55 anos
Exposicao a radiagdo Uso de contraceptivos
ionizante hormonais
Reposi¢ao hormonal pos
menopausa

2.3.1 Subtipos de Cancer de Mama

A classificagdo dos tumores mamarios pode ser feita em relacdo a duas categorias, a
classificacdo histologica e a molecular. Em relagdo a classificagdo histologica, os tumores
mamarios sdo denominados carcinomas € possuem dois tipos, o carcinoma ductal, originado
nos ductos mamarios e o carcinoma lobular, que sdo originados nos l6bulos mamarios (Figura

5). Ambos os carcinomas podem ser classificados como in sifu, quando as células malignas



33

ficam delimitadas dentro dos ductos ou l6bulos, ndo invadindo o tecido adiposo adjacente e o
tecido conjuntivo, j4 os carcinomas denominados invasivos ou infiltrantes, as células ja
ultrapassaram a delimita¢dao, rompendo a barreira dos ductos e 16bulos, invadindo os tecidos
mamarios circundantes, tornando estes carcinomas mais agressivos e resistentes
(POURTEIMOOR; MOHAMMADI-YEGANEH; PARYAN, 2016; TARIGHATI; KEIVAN;
MAHANI, 2022)

r

O carcinoma ductal invasivo € o tipo histologico de cancer de mama mais comum,
representando cerca de 75% dos pacientes, seguido pelo carcinoma lobular invasivo com 5-
10% dos pacientes, e os carcinomas ductal/lobulares e outras histologias mais raras representam

o restante dos pacientes (FENG, Yixiao et al., 2018; THOMAS et al., 2019)

Figura 5: Origem dos carcinomas mamarios
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Fonte: Adaptado de “American Cancer Society” - https://www.cancer.org/cancer/breast-cancer.html

Além da classificacao em relagdo a origem histologica do tumor, o cancer de mama também
¢ classificado com base na expressdo ou auséncia da expressdo de receptores hormonais
especificos, como progesterona e estrogénio. A presenga destes receptores possui relagdo com
a estimulagdo do crescimento tumoral. Ja foram identificados dois alvos moleculares que atuam

na patogénese do cancer de mama (DAI et al., 2016).
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O primeiro, ¢ o receptor alfa de estrogénio (REa), ¢ um receptor hormonal esteroide, como
também, fator de transcri¢do, e quando ativado pelo estrogénio, ativa as vias de crescimento
oncogénicas, favorecendo o crescimento das células tumorais da mama. Outro receptor ja
identificado ¢ o receptor de progesterona (RP), sendo sua expressao também utilizada como um
marcador da sinaliza¢do de REa. (EL HACHEM; GOMBOS; AWADA, 2019; JOSHI; PRESS,
2017). Os tumores que apresentam positividade a receptores de estrogénio (RE), sao
denominados RE-positivos e os tumores com receptores de progesterona (RP), sao conhecidos
como RP-positivos, sendo entdo categorizados como tumores hormonios positivos (RH+)
(BARZAMAN et al., 2020). O segundo principal alvo molecular no cancer de mama ¢ o fator
de crescimento epidérmico 2 (HER2). O HER2 é um receptor transmembranar tirosina quinase,
representante da familia de receptores de fator de crescimento epidérmico (EL HACHEM;

GOMBOS; AWADA, 2019).

Desta forma com base na presenca destes alvos moleculares, os tumores de mama sao
subdivididos em quatro grupos: Luminal A, Luminal B, HER2 e Triplo-negativo (Figura 6). A
classificacdo destes subtipos ¢ realizada com base na caracterizagdo imunohistoquimica dos
tumores quanto a presenca dos receptores hormonais de estrogénio e progesterona, e do receptor

de fator de crescimento epidermal HER2 (KWA; MAKRIS; ESTEVA, 2017).

Os subtipos luminais receberam esta denominag¢do devido a semelhanga das células
tumorais com as células de mama normal, que ficam diretamente em contato com o limen dos
ductos mamarios. O subtipo Luminal A, representa cerca de 40% dos casos de cancer de mama.
E um subtipo de baixo grau, com crescimento celular lento, este subtipo é caracterizado pela
expressao de receptores hormonais de estrogénio e progesterona, porém negativos para
expressao de receptores de HER2. Outro fator importante € a baixa expressao do marcador de
proliferacdo celular, Ki-67. O subtipo Luminal B representa cerca de 20% dos casos, e apresenta
a expressao dos receptores hormonais e a expressdo HER2 e altos niveis de expressao de Ki-
67. Os canceres Luminais B, possuem um padrdo de crescimento mais rapido em relacao ao
Luminal A, levando a um comportamento um pouco mais agressivo (DAI et al., 2016; FENG,

Yixiao et al., 2018).

O subtipo HER-2 ¢ caracterizado pela superexpressdo da oncoproteina HER2, com
negatividade para os receptores hormonais. Este receptor ¢ amplificado ou superexpresso em
aproximadamente 20% dos canceres de mama e sua superexpressao direciona as células

tumorais a intensos ciclos de crescimento e divisdo, como também auxilia no escape contra
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sinalizac¢des para morte celular, sendo assim HER2 esta associado a um fendtipo mais agressivo

€ um mau prognostico na auséncia de terapia sistémica (OH; BANG, 2020).

O quarto subtipo molecular ¢ denominado triplo negativo, representa aproximadamente
20% de todos os tumores da mama e ¢ caracterizado pela falta de expressdao dos receptores de
estrogénio e progesterona, como também HER2. Os tumores triplos negativos sao
morfologicamente caracterizados pelo alto grau histologico, com elevado indice mitotico e
presenca de areas necroticas (EL HACHEM; GOMBOS; AWADA, 2019). Estudos nos ultimos
anos chegaram a conclusao que os tumores triplo negativos possuem uma heterogeneidade, e
essa diversidade esta relacionada a expressdo génica de importantes moléculas. Entre os
subtipos de cancer de mama triplo negativo, dois subtipos se destacam, sendo o primeiro o
basal-like, que possui uma expressao de marcadores de células epiteliais, como, laminina,
integrina-p4, queratina-5 e queratina-17, tendo sua incidéncia em cerca de 80%. O outro subtipo
¢ o claudin-low, ¢ caracterizado pela baixa ou ausente expressdo de marcadores de
diferenciagdo, combinado com uma alta expressdo de marcadores que atuam na transi¢ao
epitélio-mesénquima (TEM) (ANDERS et al., 2016; DASS et al., 2021; LIANG, Weili et al.,
2018; WON; SPRUCK, 2020).

Todas estas caracteristicas tornam os tumores triplo negativos mais agressivos, associados
a menor sobrevida e alto risco de recidiva nos primeiros 3 a 5 anos apos o diagndstico

(DENKERT et al., 2017).
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Figura 6: Subtipos de cancer de mama em relacdo ao perfil de expressao molecular
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Classificacao Imunohistoquimico Marcadores
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TrploNegativo  ___ pe Rp.HER2- ——  EGFR+Ki67+

Basal-like
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O cancer de mama ¢ considerado uma doenga complexa e com comportamento dindmico,
e que possui uma alta diversidade morfologica e bioldgica. Nos ultimos anos o diagndstico € os
tratamentos para o cancer de mama, estao sendo aprimorados, devido a diversos estudos que
estdo ocorrendo por todo o mundo. Porém a dificuldade de acesso aos métodos diagnosticos,
como mamografias e ultrassonografias, levam a deficiéncia na detecg¢do precoce do tumor,
resultando no aumento de pacientes com tumores em estagios mais avangados (FERLAY,

2018).

2.3.2 Transicao epitélio-mesénquima no Ciancer de Mama

A mudanga de células com perfil epitelial para o fen6tipo mesenquimal, foi primeiramente
denominada como “transformacdo epitelial-mesenquimal (HAY, 1995). Apds alguns anos e

estudos na area, devido as células possuirem uma plasticidade e dinamicidade, o termo
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“transformagao” foi substituido por “transi¢cao”, para ressaltar a capacidade do mecanismo ser

reversivel (KALLURI; NEILSON, 2003).

A transi¢ao epitélio-mesénquima (TEM) pode ocorrer fisiologicamente ou a estimulos
patologicos, principalmente como um fator importante no desenvolvimento tumoral
(LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014). Este processo de transicdo celular, basicamente
ocorre quando uma célula epitelial que interage com outras células de mesmo perfil, sofre
alteragdes bioquimicas, genéticas e epigenéticas, induzindo esta célula a assumir um perfil

mesenquimal (HODOROGEA et al., 2019).

Os mecanismos envolvidos na TEM esta relacionada a diferentes fatores de sinalizagdo que
sdo responsaveis por desencadear a estimulacdo deste evento, sendo eles a expressdo de fatores
de transcricdo, microRNAs, reguladores genéticos e epigenéticos. Todos esses fatores
promovem mudancas genotipicas e fenotipicas significativas, em nivel celular, favorecendo
processos de perda de adesdo, migracdo, invasdo e resisténcia a morte por apoptose (FORONI

etal.,2012; KARAMANOU et al., 2020).

Para que seja possivel a ocorréncia da TEM, alteracdes cruciais devem ocorrer,
principalmente ligadas a adesdo celular, sendo assim a medida que as células epiteliais passam
pela TEM, alguns marcadores importantes na regulagdo da adesdo, migracao e invasao, sofrem
uma redugdo da expressdo. O mais importante marcador da TEM ¢ a redugdo ou perda da
expressao de E-Caderina e a superexpressao de marcadores mesenquimais como N-Caderina

(DIEPENBRUCK; CHRISTOFORI, 2016).

Além das caderinas, ¢ descrito na literatura que diferentes fatores de transcricdo possuem
como foco a inibi¢do da expressao de genes que atuam na estimulagdo epitelial e favorecem a
expressao de genes que irdo atuar na estimulagdo do perfil mesenquimal. Como principais
exemplos, destacam-se o Snail (SNAI1) e os Zinc-Finger E-box Binding (ZEB1 e ZEB2), ambos
atuando diretamente, ligando-se nas regides promotoras de CDH1 (E-caderina) e reduzindo a
expressao do mesmo (DRASIN; ROBIN; FORD, 2011; HAJRA; CHEN; FEARON, 2002;
LIANG, Weili et al., 2018).

Em algumas situa¢des a TEM ¢ reversivel, observa-se a transicdo mesenquimal-epitelial
(TME). Esse mecanismo ¢ uma forma dos sitios metastaticos assumirem novamente o perfil
epitelial. As células que sofreram a transicdo sdo reprogramadas, favorecendo o
desenvolvimento de metastases e a sobrevivéncia dessas células que migraram (LIMA ef al.,

2016).
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A TEM no cancer de mama ¢ um mecanismo essencial na aquisi¢ao de capacidade invasiva
e metastatica, com as células adquirindo a capacidade de se mover livremente, ultrapassando a
matriz extracelular circundante, invadindo tecidos adjacentes e estabelecendo sitios secundarios
(Figura 7) ( (LIMA et al., 2016). Compreender o papel e a importancia da TEM no cancer de
mama tem sido o foco de estudo de muitos grupos de pesquisas, e sendo assim, os fatores de
transcri¢do estdo entre os mediadores importantes que regulam e induzem o fenémeno de TEM.

Figura 7: Transicao epitélio-mesénquima (TEM) e transi¢do mesénquima-epitélio (TME)
durante a progressao do tumor de mama.
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Fonte: Adaptado de (MOYRET-LALLE; RUIZ; PUISIEUX, 2014).

Portanto, torna-se importante a investigacdo de fatores de transcricdo que regulam a
expressao de genes que codificam proteinas oncogénicas ou supressoras tumorais.
Principalmente aqueles que atuam na diferenciacao celular, controle do ciclo celular, reparo do
DNA, controle da proliferacdao, morte celular, assim como no processo de TEM, pois pode-se
predizer melhor resposta terapéutica e prognostica. Dentre esses genes e proteinas que regulam
esses processos, as proteinas da familia SOX apresentam grande relevancia cientifica (BAGCI;

KURTGOZ, 2015).
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2.4 Familia SOX

Na década de 90 foi descoberto em humanos e camundongos, o gene Sry (sex determining
region Y), tornando-se conhecido por seu papel na determinacdo testicular. A proteina SRY
possui um dominio de ligagdo ao DNA denominado HMG-box (high mobility group) e estudos
dos dominios de ligagdo do Sry, levaram a descoberta da familia SOX. Nos mamiferos esta
familia ¢ altamente conservada evolutivamente e ¢ representada por mais de 20 genes, sendo
estes classificados em oito grupos distintos, SoxA a SoxH (Tabela 2) (GRIMM et al., 2019;
SHE; YANG, 2015).

Tabela 2: Grupos da familia SOX

Grupo Subgrupo Membros
SoxA Sry

SoxB SoxB1 SOXI1, SOX2 e SOX3

SoxB2 SOX14 e SOX21

SoxC SOX4, SOX11 e SOX12
SoxD SOXS, SOX6 e SOX13
SoxE SOX8, SOX9 e SOX10
SoxF SOX7, SOX17 e SOX18
SoxG SOX15

SoxH SOX30

Os fatores de transcricdo SOX sdo fundamentais para varios processos do desenvolvimento
fisiolégico do organismo humano, incluindo diferenciacdo celular, diferenciacdo sexual,
organogénese, como também um papel na regeneracdo muscular (SHE; YANG, 2015).
Consequentemente muitos membros da familia SOX podem atuar na tumorigénese como genes
supressores de tumor, oncogenes ou ambos, estando a funcao condicionada ao ambiente celular.
Os genes da familia SOX podem ser ativados ou inativados através de uma variedade de
mecanismos genéticos e epigenéticos, incluindo alteragdes no niimero de copias do DNA,
alteragdes de metilacdo do DNA e expressao aberrante de miRNA (CASTILLO; SANCHEZ-
CESPEDES, 2012; THU et al., 2014)

Em organismos saudaveis a expressao dos genes SOX sdo altamente regulados, porém nos
tumores os genes SOX sdo frequentemente desregulados (THU et al., 2014). Os diferentes

membros da familia, possuem mecanismos especificos de acao, levando a uma heterogeneidade
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de atividade, estando relacionado ao tipo de tumor em que esta associado (Figura 8) (GRIMM
et al., 2019). Portanto, assim como muitos outros fatores reguladores do desenvolvimento, o
funcionamento inadequado dos genes SOX tem sido associado a véarios distirbios clinicos,

assim como no cancer (DONG; WILHELM; KOOPMAN, 2004).

Figura 8: Envolvimento da SOX em diferentes tumores. As setas indicam a regulagao.
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O envolvimento dos genes da familia SOX em tumores malignos, tem sido amplamente
estudado, mostrando o comportamento destes genes em diferentes tipos de tumores. Dentre os
membros da familia SOX, a SOX10 tem sido amplamente estudada em melanomas, sendo
comprovada a sua superexpressao em células melanociticas, levando a um perfil de células mais

proliferativas, migratorias e resistentes a apoptose. Com estas caracteristicas SOX10 ¢ definido
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como um oncogene neste grupo de tumores (ROSENBAUM et al., 2021; TANG; CAO, 2021).
Por outro lado, as proteinas SOX4, SOX2 e SOX9 demonstraram ter efeito supressor de tumor
em melanomas, assim como em cancer gastrico, participando do processo de inducao de
apoptose e inibindo o crescimento celular (OTSUBO et al., 2008; PASSERON et al., 2009;
VERVOORT; VAN BOXTEL; COFFER, 2013).

Outro importante membro da familia SOX ja descrito, ¢ o0 SOX4, onde sua atividade ¢
descrita como oncogénica em leucemias, cancer colorretal, pulmdo e mama, atuando como
supressor da apoptose, promog¢ao de metastase, € manutencao de células iniciadoras de cancer,
demonstrando a natureza especifica do envolvimento das proteinas SOX na carcinogénese
dependendo do tipo de cancer e da linhagem tumoral (CASTILLO; SANCHEZ-CESPEDES,
2012; VERVOORT; VAN BOXTEL; COFFER, 2013).

SOX2 ¢ o fator de transcricdo mais investigado, dentro da familia SOX. Ele faz parte do
grupo SoxB, que ¢ dividido nos subgrupos SoxB1 e SoxB2, sendo o grupo SoxB1 composto
por proteinas ativadoras da transcri¢do, enquanto o grupo SoxB2 ¢ composto por inibidores de
transcricdo. O fator SOX2 faz parte do subgrupo SoxBl, juntamente com SOX1 e SOX3,
compartilhando um alto grau de similaridade de sequéncia entre eles (GRIMM et al., 2020).
SOX2 desempenha um papel essencial na regulagdo das células-tronco durante a embriogénese,
bem como durante a regeneracdo de tecidos adultos (CASTILLO; SANCHEZ-CESPEDES,
2012; NOVAK et al., 2020). Por outro lado, a superexpressao de SOX2 esta associada a
diferentes tipos de cancer, como cancer de mama, prostata, pulmdo, ovario e cdlon,
desenpenhando em todos os tipos de tumores, um papel no favorecimento da proliferagao
celular, migragdo, invasao e metastatizacdo, bem como na resisténcia a morte por apoptose

(CHAUDHARY et al., 2019; NOVAK et al., 2020).

24.1 SOX3

A proteina SOX3 ¢ um fator de transcrigdo caracterizado pelo dominio de ligagdo HMG-
box, altamente conservado em eucariotos, e desempenha papel fundamental em diferentes
processos da neogénese, desenvolvimento da hipofise, da regido cranio facial e na diferenciacao
celular testicular (GUBBAY et al., 1990; RIZZOTI et al., 2004). SOX3 esta juntamente com
SOX2 e SOXI no subgrupo SoxB2, sendo um inibidor de transcri¢do. Por compartilham alto

grau de similaridade de sequéncia, tanto dentro quanto fora da caixa HMG, ¢ esperado que os
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membros do grupo SoxBl1 tenham atividades bioldgicas parecidas, porém sabe-se que o
comportamento destes diferentes fatores sdo distintos em relagdo ao tipo de tumor avaliado

(GRIMM et al., 2020).

Diversos trabalhos tém relatado a expressdo e funcdo de SOX3 em diferentes tumores,
sendo que o mesmo demonstra um padrao diferenciado de fungdo em relagdo ao tipo tumoral.
Em estudo realizado por YAN, et al., 2016, mostrou que SOX3 se comportou como oncogene
em tumores ovarianos, sendo que sua superexpressdo promoveu proliferagdo, migragao e
facilitou a invasdo, como também diminuiu a morte celular por apoptose (YAN, Qin ef al.,
2016). A alta expressao de SOX3 em carcinomas hepatocelular, foi relacionada com o estagio
avangado do tumor e baixa diferenciagdo, sendo entao sua expressao um fator de determinante
para o mau prognostico dos pacientes (FENG, Yun et al., 2017). Outro importante estudo
observou a elevada expressdo de SOX3 em glioblastomas, quando comparado com tecido
nervoso normal. Esta superexpressao aumenta a proliferacdo, viabilidade celular, migracao e
invasdo. Concluindo entdo que SOX3 pode promover o comportamento maligno de tumores
cerebrais (VICENTIC et al., 2018). Estudo recente realizado por SHEN et al., 2020,
demonstrou que SOX3 ¢ altamente expresso em cancer gastrico, sendo essa expressiao
relacionada a um tumor com perfil mais proliferativo, migratério € invasivo, com maiores
chances de metastatizacao. Onde foi concluido no trabalho SOX3 como um possivel candidato

a um novo marcador prognostico dentro do carcinoma géstrico.

No cancer de mama o papel de SOX3 ainda ¢ pouco explorado, quando comparado a outros

membros da familia SOX. Sendo o seu papel incerto neste importante grupo de tumores.

2.4.2 SOX no cancer de mama

Nos canceres de mama ja foi descrito a expressao de diferentes membros da familia SOX.
A expressao de SOX1 foi definida como um supressor tumoral em diferentes tumores de mama,
como também em linhagens celulares, sendo que sua superexpressdo promoveu a reducao da
proliferacdo celular, invasao e induziu apoptose (OLIEMULLER et al., 2017; SONG et al.,
2016). Ja a expressao de SOX2 representa um tumor com alta malignidade, com maior potencial

invasivo, promovendo a proliferagdo, angiogénese e consequentemente a metastatizagao.
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Enquanto a sua regulacdo negativa resultou em uma menor taxa de prolifera¢do, inibindo o

crescimento tumoral (DAS et al., 2017a; LIANG, Shanshan et al., 2013).

SOX4 foi descrito como expresso em células normais do tecido mamario, porém ja foi
observado que alguns subtipos de cancer de mama possui a superexpressao de SOX4, e esta
expressao atua diretamente na indugdo de fatores que atuam na transi¢do epitélio-mesénquima

(MEHTA; KHANNA; GATZA, 2019; TIWARI et al., 2013).

A expressao de SOX8, SOX9 e SOX10 ja foram definidas no cancer de mama, sendo ambos
expressos no subtipo triplo negativo. Estudos definiram a partir de analises de bioinformatica
que a expressao de SOX8 pode reduz significativamente a sobrevida dos pacientes (YAN, Chen
et al., 2018). Ja SOX9, apresenta-se superexpresso no cancer de mama, contribuindo para a
inducdo de proliferagdo e progressdo tumoral, estando sua expressdo relacionada com a
resisténcia do tumor e consequentemente um mau progndstico (LEI ez al., 2016). SOX10

encontra-se expresso em diversos carcinomas invasivos, controlando o crescimento e invasao

(CIMINO-MATHEWS et al., 2013).

Semelhante, SOX2 ¢ descrita como um importante oncogene nos tumores mamarios, sendo
superexpressa em tecidos mamarios e linhagens celulares ja estudadas. Essa superexpressdao
esta diretamente relacionada a um perfil mais proliferativos dos tumores, bem como, o
favorecimento da migracao, invasdo e aumento da adesdao em sitios metastaticos (LIU, Kuancan
et al.,2017; LIU, Peng et al., 2018; MENG ef al., 2020). Segundo XIAO et al., 2020, além de
todos os fatores de resisténcia ja citados, SOX2 demonstrou uma importante associagdo com o
favorecimento de metastases cerebrais, favorecendo a permeabilidade da barreira

hematoencefalica.

Em estudos realizados por Herve Acloque em 2011, foi observado em linhagens celulares
de mama, que a expressdao de SOX3 promove a inibi¢do da transicdo epitélio-mesénquima e
prejudica a mobilidade e invasdo celular, sugerindo que SOX3 pode atuar como um supressor

tumoral (ACLOQUE; OCANA; et al., 2011).

Neste mesmo estudo foi demonstrado que a proteina SOX3 ndo ¢ expressa em células
MDA-MB-231, sendo assim o presente trabalho justifica-se pela importancia de investigar se a
proteina SOX3 participa na regulagdo da apoptose em células MDA-MB-231, e se a perda da
sua expressao nessa linhagem celular € um evento importante para promog¢do e progressao
tumoral, relacionando a proteina SOX3 como uma proteina supressora desse tipo de tumor de

mama.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho ¢ investigar a participacao da proteina SOX3 na regulacao

da apoptose e na transi¢do epitélio-mesénquima em carcinoma ductal invasivo de mama

humano.

3.2 Objetivos especificos

1.

Cultivar células MDA-MB-231 e padronizar protocolo de transfeccdo utilizando o

reagente Lipofectamine e o vetor pGL3-GFP.

Transfeccdo com vetor de expressdo para a proteina SOX3 (pEF1/Myc-His/SOX3) e
vetor vazio (pEF1/Myc-His). Confirmar a expressdo génica de SOX3 por RT-PCR e

imunofluorescéncia.

Avaliar apds 24 horas da transfeccao, a citotoxicidade do protocolo utilizando MTT e a

porcentagem de células em apoptose por citometria de fluxo (Anexina V-FITC/PI).

Avaliar a expressao génica de SOX3, e genes relacionados a apoptose: CASP3, CASPS,
CASPY9 e BAX, BCL2, GAPDH e 526, em todos os grupos apos a transfec¢do, por RT-
qPCR.

Avaliar a expressdo génica de SOX3, e genes relacionados a transicdo epitélio-
mesénquima: ECAD, NCAD, SNAIL, ZEBI, ZEB2 e GAPDH, em todos os grupos apos
a transfeccao, por RT-qPCR.

Avaliar a expressao imunohistoquimica da proteina SOX3 e Caspase-3 em amostras
parafinizadas de carcinomas ductais invasivos de mama humano provenientes do
Departamento de Anatomia Patologica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul

(UFMS).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens Celulares

Foram utilizadas duas linhagens tumorais de mama: MDA-MB-231 (Carcinoma ductal
invasivo de mama humano) (ATCC® HTB-26™), modelo ideal para o estudo por nio
expressar a proteina SOX3 (ACLOQUE; OCANA; et al., 2011). Possui morfologia
mesenquimal e maior potencial invasivo, sendo um modelo celular triplo-negativo, subtipo
claudin-low. A linhagem celular MCF-7 (ATCC® HTB-22™), possui morfologia epitelial,
com potencial menos invasivo, sendo um modelo tumoral Luminal A. Foi utilizada como

controle positivo na expressao de SOX3.

4.2 Cultivo Celular

As linhagens celulares, eram mantidas congeladas em nitrogénio liquido até o0 momento da
utilizagdo. O descongelamento foi realizado por processo rapido, imediatamente apos a retirada
da vial da criopreservacao. Foram utilizadas células em passagens pré-determinadas entre 12-
14 passagens. Apds o descongelamento as células foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A)
e 1 % de penicilina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, U.S.A). As cé€lulas foram mantidas em
estufa de atmosfera imida com 5 % de CO; a temperatura de 37°C. A troca do meio de cultura,
era realizada a cada 24 horas de incubacdo e para a utilizagdo nos experimentos as células

estavam em fase de crescimento logaritmica com 70-80 % de confluéncia.

4.3 Vetor de expressiao de SOX3

O vetor de expressdo da proteina SOX3 em sistema de mamiferos foi produzido no
Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Akron - EUA, e foram gentilmente
doados pela professora Dra. Amy Milsted. A amostra de DNA utilizada para amplificagao do

gene SOX3 foi adquirida da empresa Thermo, com o numero de catdlogo: MHS6278-
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202857278 (California — EUA), e os primers para sua amplifica¢do, a temperatura de melting

utilizada na reagdo de PCR e as enzimas de digestdo utilizadas para a digestdo do fragmento

estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3: Primer para clonagem e condi¢des de anelamento para SOX3. Fonte do DNA

genOmico para amplificagdo do gene SOX3: Thermo: MHS6278-202857278 — California —
EUA.

SOX Enzimas de restricio para  pEF-1 vector
gene Sequéncia dos primers T(A) °C clonagem frame
S0X3
Right AAAGAATTCTCCGATGTGGGTCAGCGGCA
Primer 59.8 BamHI e EcoRI A
SOX3

Left ATAGGATCCGGAATGCGACCTGTTCGAGAGA

Primer 598 BamHI e EcoRI A

O vetor utilizado para liga¢do, transformagdo bacteriana e posterior purificacdo para a

transfecgdo celular foi o pEF1/Myc-His (Figura 9), e o gene foi clonado no vetor utilizando-se

a janela de leitura A (Tabela 3).

Figura 9: Vetor de expressao pEF1/Myc-His utilizado para clonagem de SOX3.
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Fonte: Disponivel em: https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/V92120#/V92120
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4.4 Plaqueamento das células MDA-MB-231

Ap0s as células atingirem uma confluéncia de 70-80%, o meio foi retirado, e a monocamada
de células lavada com PBS 1X estéril. Em seguida as células foram tratadas com 2 mL de
tripsina (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e incubadas por 2 minutos em estufa a 37°C,
para soltar a monocamada de células aderidas a placa. Ap0s a tripsinizagao, foi adicionado SmL
de meio contendo SFB para inativar a acdo da tripsina. Em seguida as células foram
centrifugadas e ressuspendidas em meio de cultura e retirada uma aliquota para a contagem
utilizando a CAmara de Neubauer. Apds a contagem das células, foram semeadas 3 x 10* células
em placas de 24 pogos (Kasvi, S3o José dos Pinhais, PR, Brasil), 7 x 10* células por pogo em
placas de 12 pogos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) ou 1 x 10° células por pogo em
placas de 6 pocos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil). Apos o plaqueamento as células

foram incubadas em estufa de CO; por 24 horas, até atingirem uma confluéncia de 70%.

4.5 Padronizacao da reacdo de transfeccio das células MDA-MB-231 com
Lipofectamine 2000 com vetor GFP

Para padronizagdo do protocolo de transfeccdo foi utilizado vetor de expressao de GFP
(Green fluorescent protein) pGL3-GFP. As células foram semeadas em placas de 24 pocos e
apods 24 horas do plaqueamento, e com uma confluéncia de 70 %, as células foram divididas
em 6 grupos distintos, variando a concentracio de Lipofectamine® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e a presenca ou auséncia de SFB e antibiotico apds tempo

de incubacao (Tabela 4):

Tabela 4: Grupos experimentais na padronizagdo da transfec¢cdo com GFP.

Grupo Nome Lipofectamine SFB Antibidtico
1 Controle - 0% 0%
2 Controle - 5% 1%
3 GFP 1,5l 0% 0%
4 GFP 1,5 pl 5% 1%
5 GFP 2,5 ul 0% 0%
6 GFP 2,5ul 5% 1%
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Para a transfec¢do, primeiramente foi preparado um mix contendo 500 ng de GFP em meio
DMEM sem SFB/Antibiotico e 1 pL de Reagent plus®, este complexo foi incubado em
temperatura ambiente por 10 minutos. Apos os 10 minutos foi adicionado o volume de
Lipofectamine® (1,5 uL ou 2,5 uL), e novamente incubados por 30 minutos a temperatura
ambiente, para formagdo do complexo DNA/Lipofectamine®. Apds esse tempo, o meio foi
removido das placas, e a monocamada de células foi lavada com PBS 1X estéril, e apds essa
lavagem foi adicionado o mix de transfeccdo em cada pogo correspondente, completando o
volume do pogo de 500 uL com meio DMEM sem SFB. Apo6s 4 horas de incubagao, foi retirado
o DMEM/MIX das células e foi adicionado nos pogos dos grupos sem SFB, 500 uL. de DMEM
sem SFB e sem antibidtico e nos grupos com SFB, foi adicionado 500 uL de DMEM com 5%

de SFB e 1% de antibidtico. A placa retornou para a estufa e ficou incubada por 24 horas.

4.6 Transfeccao das células MDA-MB-231 com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor
vazio pEF1/Myc-His

Ap6s 24 horas do plaqueamento, e com uma confluéncia de 70 % as células foram divididas
em trés grupos distintos: grupo controle, transfectadas com pEFI1/Myc-His/SOX3 e
transfectadas com vetor vazio pEF1/Myc-His. Para a transfec¢do, primeiramente foi preparado
um mix contendo, 500 ng de DNA em meio DMEM sem SFB/Antibiotico e 1 pL de Reagent
plus®, este complexo foi incubado em temperatura ambiente por 10 minutos. Apos os 10
minutos foi adicionado 2,5 pL Lipofectamine®, e novamente o mix foi incubado por 30
minutos a temperatura ambiente, para formacao do complexo DNA/Lipofectamine®. Apos esse
tempo, o meio foi removido das placas, € a monocamada de células foi lavada com PBS 1X
estéril, e apos essa lavagem foi adicionado o mix de transfec¢do em cada pogo, completando o
volume do pogo de 500 pL. com meio DMEM sem SFB. Apods 4 horas de incubagao, foi retirado
o DMEM/MIX das células e foi adicionado em cada pogo, 500 pLL de DMEM com 5 % de SFB
e 1% de antibiotico. As células foram incubadas por 24 horas, e apos esse periodo avaliada a
confluéncia, e as células foram utilizadas em protocolos de citometria de fluxo e extragdo de

RNA total.



49

4.7 Avaliacao da citotoxicidade do protocolo de transfeccio nas células MDA-MB-231
com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

Descrito primeiramente por Mosmann, o ensaio colorimétrico brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio] conhecido como MTT tem como fun¢do determinar a
viabilidade celular. O ensaio esta relacionado a capacidade de enzimas desidrogenases
presentes nas mitocondrias e citoplasma de células viaveis, em reduzir o anel de tetrazdlio,
formando cristais de formazan de colora¢do azul. O actiimulo destes cristais em células
metabolicamente vidveis ¢ medido através de leitura em espectrofotometro (MOSMANN,

1983).

As células foram semeadas em placas de cultivo de 96 pogos (Kasvi, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brasil) na densidade de 8x10* células por poco e incubadas por 24 horas para aderéncia.
Apoés a avaliagdo de confluéncia as células foram submetidas ao protocolo de transfec¢do

descrito no item 4.6.

Apo0s o periodo de 24 horas da transfecgdo, utilizando uma bomba de vacuo foi retirado o
sobrenadante da placa e adicionada solu¢do de MTT (Sigma-Aldrich, EUA) na concentragdo
0,25 mg/mL. A placa foi novamente por cerca de 4 horas, ao abrigo da luz. O sobrenadante foi
desprezado e adicionou-se 200uL de Dimetilsulfoxido (DMSO, Synth, Sao Paulo - BR) em
cada poco para solubilizar os cristais de formazan. A leitura da placa foi feita em um

espectrofotometro a 570nm.

4.8 Extracido de RNA total da linhagem celular MDA-MB-231 apoés a transfec¢cio com
o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

Ap6s 24 horas do protocolo de transfeccdo em placa de 6 pocos, o sobrenadante foi retirado
e centrifugado e adicionado em cada poco 1 mL de Trizol® (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA). Apo6s a agdo do Trizol, a solugdo foi retirada dos pocos e colocadas nos
respectivos tubos contendo o pellet obtido da centrifugacdo do sobrenadante. A extragdo de
RNA total foi de acordo com o protocolo do fabricante, sem modificacdes. Ao final da extracao
de RNA o pellet foi ressuspendido em 50 pL de 4dgua estéril livre de DNAse e RNAse, e foi
quantificado utilizando Nanodrop (NanoDrop Lite - Thermo Fisher Scientific, Wilmington,

Delaware, EUA). Uma aliquota do RNA total (1pg) extraido foi tratado com DNAse I
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(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) seguindo as recomendagdes do fabricante,
sem modificac¢des, e em seguida requantificado no Nanodrop (NanoDrop Lite - Thermo Fisher

Scientific, Wilmington, Delaware, EUA).

4.9 Transcricao reversa e PCR convencional

A sintese do ¢cDNA foi realizada utilizando-se o kit M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega Corporation, Wisconsin, EUA), utilizando random hexamers, e seguindo as
recomendacdes do fabricante do kit. As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas
a PCR convencional utilizando-se Kit AmpliTaq DNA polimerase em um volume de 25 pL,

seguindo o protocolo do fabricante (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

As reagdoes de RT-PCR foram realizadas em termociclador modelo MiniAmp™ Plus
Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, EUA) nos seguintes ciclos:
Estagio 1: Desnaturacgdo Inicial: 1 ciclo de 94°C/1 min. Estagio 2: Desnaturagdo, Anelamento
e Extensdo: 40 ciclos de 94°C/15 seg., 57°C/15 seg., 72°C/15 seg. Estagio 3: Extensdo Final: 1

ciclo de 92°C/5 min. Os primers utilizados nas reacdes encontram-se na tabela 5.
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Tabela 5: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reagdo de PCR para a amplificagdo

especifica dos genes alvos.

Tamanho do Numero de Acesso do

Primer Sequéncia de Nucleotideos Fragmento GenBank
S26
Foward 5- TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG -3’ 75 NM_001029.3
Reverse 5’- CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA -3’
GAPDH
Foward 5’- TGGGTGTGAACCATGAGAAG -3’ 125 NM_001289746.1
Reverse 5’- GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3’
SOX3Hs
Foward 5- GTTGGGACGCCTTGTTTA -3’ 126 NM_005634.2
Reverse 5’- TCGCTGCTCCTGACTTAT -3’
Casp3Hs
Foward 5’- GTAGATGGTTTGAGCCTGAG -3’ 106 NM_032991.2
Reverse 5’- CCAGTGCGTATGGAGAAATG -3’
Casp8Hs
Foward 5’- GGAAGCAAGAACCCATCAAG -3’ 92 NM_001080124.2
Reverse 5’- CTTCAGGAAGGACAGATTGC -3’
Casp9Hs
Foward 5’- GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT -3’ 129 NM_001229.5
Reverse 5’- CAACGTACCAGGAGCCACTCTT -3’
BAXHs
Foward 5- TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC - 3’ 80 NM_138765.3
Reverse 5’- TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT - 3’
Bcl-2Hs
Foward 5- ATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGG -3’ 90 NM_000657
Reverse 5- TGTGCTTTGCATTCTTGGACGAGG -3’
ECADHs
Foward 5’- CCCTTCACAGCAGAACTAAC - 3’ 108 NM_001317185.1
Reverse 5’- CACCTCTAAGGCCATCTTTG - 3’
NCADHs
Foward 5’- GGACCGAGAATCACCAAATG - 3’ 94 NM_ 001308176.1
Reverse 5’- CGTTCCTGTTCCACTCATAG -3’
ZEB1Hs
Foward 5’- GGGAGGATGACAGAAAGGAA -3’ 100 NM_001323654.1
Reverse 5’- GCATCTGACTCGCATTCATC -3’
ZEB2Hs
Foward 5’- CCATCTGATCCGCTCTTATC - 3’ 125 NM_001171653.1
Reverse 5’- CCTGTGTCCACTACATTGTC - 3’
SNAILHs
Foward 5’- GCAGGACTCTAATCCAGAGTTTACC -3’ 127 NM_005985.4
Reverse 5’- GACAGAGTCCCAGATGAGCATT -3’
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4.10 Eletroforese apos a RT-PCR

Os produtos da RT-PCR convencional foram identificados por eletroforese em gel de
poliacrilamida. O gel foi preparado a 8% no seguinte protocolo, nessa ordem: 7,9 mL de 4gua
MilliQ, 3 mL de tampao TBE 5X, 4 mL de solugdo estoque de acrilamida 30%, 110 uL de
perssulfato de amonio 10% (PA) e 10 uL de TEMED. Anteriormente a corrida, foi adicionado
em cada amostra 4 uLL de tampao de corrida GLB. No gel foi pipetado 2 pLL de marcador 100
pb DNA ladder e 4 uL de cada amostra misturado com GLB. Apds pipetado o marcador e as
amostras, a corrida ocorreu em equipamento de eletroforese em tampao TBE 1X por cerca de
50 minutos a 110 volts. Ao finalizar a corrida o gel foi fixado por 10 minutos em solugdo de
etanol (10%), acido acético (0,5%) e 89,5 mL de agua MilliQ. A solucdo fixadora foi reservada
e em seguida foi realizada a impregnacdo em nitrato de prata (0,1%) por 5 minutos ao abrigo
da luz. Apés o nitrato de prata o gel foi lavado com agua MilliQ e foi adicionada solugao
reveladora contendo: 3 g de hidroxido de sodio (3,6%), 300 uL formol (0,3%) em um volume
final de 100 mL de agua MilliQ. O gel foi colocado na presenga de luz incandescente por cerca
de 10 minutos. Apods o aparecimento das bandas, foi retirado a solugdo reveladora, lavado o
excesso com agua destilada e o gel foi armazenado em solucdo fixadora e em seguida

fotografado.

4.11 PCR em tempo real

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR em tempo real realizada
no equipamento de sistema de PCR em tempo real QuantStudio 3 Applied Biosystems™
(Thermo Fisher Scientific, Delaware, EUA), utilizando-se o Power SYBR Green® PCR Master
Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). As amostras foram aplicadas em
placas de 96 pocos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), em duplicata, no volume final de reacdo de 20 pL.
Em cada pogo foram pipetadas as amostras de cDNA, e adicionado posteriormente o volume
do mix contendo 5 pL. do Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit, 0,5 uL de cada primer
(senso e antissenso) (Tabela 4) (0,5 pmol/cada) e o volume final completado com agua, livre
de RNAse e DNAse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A placa foi selada
com adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies,
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Carlsbad, CA, EUA) e em seguida a leitura foi realizada em equipamento de PCR em tempo
real. As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas no seguinte ciclo termal: [estagio 1]
um ciclo de 52°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15
min. ¢ 50°C/1 min. Ao término da ciclagem, foi realizada a curva de melting a 60 ‘C por um
minuto, para a construcdo da curva de dissociagdo, que tem por objetivo determinar a

especificidade dos fragmentos amplificados.

4.12 Imunofluorescéncia para SOX3 em células MDA-MB-231 transfectadas
com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

Antes de realizar o plaqueamento das células, as laminulas de 13 mm passaram por um
processo de lavagem e esterilizagdo. As laminulas foram colocadas em solu¢do de 4gua com
sabdo neutro ¢ deixadas de molho overnight. Ap6és o molho as mesmas foram enxaguadas em
agua corrente, retirando todo o sabao e possiveis sujeiras. Foi preparado uma solugdo contendo
50% de alcool etilico e 50% de éter e novamente as laminulas foram deixadas de molho
overnight. No dia seguinte as laminulas foram secas uma por uma, utilizando lenco de papel
macio. Ao serem secas as laminulas foram colocadas em uma placa de petri com o fundo forrado
com papel manteiga. A esterilizacdo das laminulas foi realizada em micro-ondas na poténcia
30W, durante 3 minutos com a tampa da placa aberta € novamente por 3 minutos com a tampa

da placa fechada.

As laminulas estéreis foram colocadas nos pocos da placa de 24 pogos, dentro da capela de
fluxo. Em seguida as células foram semeadas sobre as laminulas, desta forma as células
aderiram e cresceram na superficie das laminulas. Apos 24 horas de incubagdo, as células

passaram pelo protocolo de transfec¢ao descrito no item 4.6.

Ap0s 24 horas da transfeccdo, foi iniciado o protocolo de imunofluorescéncia. Foi retirado
o meio dos pogos ¢ eles foram lavados com PBS. As cé¢lulas foram fixadas em solugao de
formalina a 4% em PBS e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente. Apos a fixagdo
com a formalina os pogos foram lavados 3 vezes com PBS. Em seguida as células foram
permeabilizadas com solu¢do de triton 0,1% em PBS, e incubadas em temperatura ambiente
por 3 minutos e lavadas novamente por 3 vezes com PBS. Apds a permeabilizacao, o bloqueio
da peroxidase enddgena foi realizado com solugdo de BSA a 2% em PBS e incubados por 30

minutos, e ao término do bloqueio os pocos foram lavados 3 vezes com PBS por 5 minutos. O
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anticorpo primario SOX3 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), foi diluido em
PBS/BSA 2% na concentragdo de 5 pg/mL. As laminulas foram retiradas da placa e colocadas
em contato com 30 pL do anticorpo e incubadas por 3 horas em camara umida. Apds o tempo
de incubacdo com o anticorpo primario, as laminulas foram colocadas novamente nos pogos ¢
foram lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos. As laminulas foram novamente retiradas dos
pogos e foram incubadas por 1 hora com 30 pL do anticorpo secundario Donkey anti-Goat
Alexa Fluor 488 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), diluido em PBS/BSA 2%
na concentragdo de 8 pg/mL. Apos o tempo de incubagao as laminulas foram colocadas na placa
e lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos. Em seguida as laminulas foram incubadas por 1
minuto em 30 pL de solugdo de DAPI (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA),
diluido em PBS na concentracdo de 1 pg/mL. Novamente as laminulas foram colocadas na
placa e lavadas com PBS por 3 vezes de 5 minutos. Apds o tltimo processo de lavagem as
células foram montadas em lamina utilizando Hydromount (National Diagnostics, Georgia,
EUA) e foram observadas em microscopio de fluorescéncia. Os processos de incubagdo com o

anticorpo e com o DAPI foram realizados protegendo as laminulas da luz.

4.13 Avaliacdo da morte celular por apoptose na linhagem MDA-MB-231
transfectada com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

O ensaio foi realizado ap6s 24 horas de transfec¢do. O sobrenadante dos pocos de cada
condig¢do, foram coletados e as células aderidas foram tripsinizadas e coletadas, formando um
pool de células por condicao. Apds as coletas, as c€lulas foram centrifugadas e o pellet formado,
foi ressuspendido em PBS e foram novamente centrifugadas. Apds a ultima centrifugagao, as
células foram contadas e ap6s a contagem, 250.000 células foram ressuspendidas em tampao
de ligagdo 1X e transferidas para um tubo de citometria. No tubo de citometria com as células,
foi adicionado 1,5 uL. de PI (BD pharmingen, EUA) e 1,5 uL de Anexina V-FITC (BD
pharmingen, EUA). Ap6s a marcacdo as células foram incubadas por 15 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Terminado o tempo de incubagdo foi adicionado
150 L. de tampao de ligacdo 1X e as amostras forma levadas para andlise em citometro de
fluxo FACSCanto II (BD Biosciences, EUA), utilizando o programa FACSDiva (BD
Biosciences, EUA). A andlise dos dados adquiridos foi realizada utilizando o programa FlowJo

versao v.10 (Tree Star, EUA) e a porcentagem de células agrupadas em cada estagio: Q1 =
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Células necréticas ou mortas (Anexina V-FITC -, PI +), Q2 = Células em apoptose tardia
(Anexina V-FITC +, PI +), Q3 = Células em apoptose inicial (Anexina V-FITC +, PI -) e Q4 =
Células Viaveis (Anexina V-FITC -, PI -).

4.14 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul e aprovado sob o parecer 3.723.300, CAAE
20636419.2.0000.0021.

4.15 Delineamento do estudo

A populacdo do estudo foi composta por mulheres cadastradas no Ambulatério de
Mastologia do Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP), na cidade de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, diagnosticadas com Neoplasia Maligna da Mama e
submetidas a tratamento cirurgico conforme protocolo jé instituido pelo Servigo de Mastologia
da referida institui¢do hospitalar, no periodo de janeiro de 2014 a margo de 2019. Consistindo

assim de um Estudo de Coorte Retrospectivo.

4.16 Selecio das amostras

A populagdo do estudo foi composta por amostras teciduais ja parafinadas de carcinoma
mamario invasivo — carcinoma ductal invasivo sem outra especificacdo, baseada na nova
classificagdo da OMS (LAKHANI et al., 2012), obtidos pelo exame histopatologico da peca
cirargica e confirmado pela imuno-histoquimica, as amostras foram obtidas do arquivo do

Servigo de Patologia do HUMAP.

Foram excluidos do estudo amostras de carcinoma mamario invasivo dos subtipos
especiais, as amostras obtidas por pun¢do com agulha grossa, amostras teciduais de mulheres
com idade inferior a 30 anos e amostras teciduais masculinas. Também foram excluidos do

estudo aqueles em que o consentimento informado nao pode ser obtido.
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4.17 Imunohistoquimica

Para a realizagdao da imunohistoquimica, 27 amostras de carcinoma ductal invasivo humano
(CDI) foram cortadas a 4 um, montadas em laminas gelatinizadas, e foram submetidas a bateria
de alcool etilico com concentracdes graduadas para a hidratagao do tecido. A coloracdo imuno-
histoquimica foi realizada de acordo com o método de reagdo da peroxidase, usando um
anticorpo secundario polimerizado ou um método de identificagdao avidina-biotina-peroxidase
(Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems, Newcastle upon Tyne, Reino Unido
ou Kit ABC - Vector Laboratories, San Francisco Bay Area, CA, EUA). Para recuperagdo de
antigeno, as ldminas foram incubadas por 20 min em Target Retrieval Solution Citrate pH 6,0
(Dako Cytomation, Glostrup, Dinamarca) em autoclave a 134°C ou 20 min em banho-maria a
98°C e resfriado a temperatura ambiente. Para bloquear as peroxidases enddgenas, as 1aminas
foram incubadas trés vezes por 5 minutos cada em uma solugdo de H>O> a 10% em alcool
metilico. Para bloquear as proteinas enddgenas, as ldminas foram incubadas por 15 minutos
com Protein Block Solution (Protein Block Serum-Free Ready-to-use; Dako North America,
Via Real Carpinteria, CA, EUA) ou uma hora com 8% de leite em p6 (Molico®, Nestl¢), diluido
em agua destilada. As ldminas foram contra coradas com hematoxilina. A Tabela 6, lista os
fabricantes, clones, dilui¢des, blocos de proteina e informacdes de anticorpos secundarios para
os anticorpos usados. A etapa de incubagdo do anticorpo primério foi omitida para o controle
negativo e substituida pela incuba¢do com o diluente de anticorpo (Diluente de Anticorpo com
Componentes Redutores de Fundo; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, EUA). A
analise de SOX3 e pro-caspase-3 foi realizada através da identificacio de coloragao
citoplasmatica e nuclear. Todas as andlises foram realizadas por microscopia de luz com
aumento de 400X. As imagens foram capturadas usando uma camera Olympus BX 40
(Olympus Company, Shinjuku, Téquio, Japdo) e software de imagem Spot Basic para
microscopia (Spot Imaging, Diagnostic Instruments, Inc.). As imagens foram analisadas usando
Imagel (SciJava), e as cé€lulas positivas foram contadas manualmente usando o plug-in de
contador de células ImagelJ. A contagem foi realizada por um tnico observador de 500 células
espalhadas nas amostras com o auxilio de uma grade. Apds a contagem, foi realizada a média
de marcacao, sendo considerados positivos os casos com varias cé€lulas marcadas acima da

média.
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Tabela 6: Anticorpos primarios, fabricantes e padronizagao utilizadas na imunohistoquimica.

Recuperacio Bloqueio de Anticorpo
Anticorpo Fabricante Clone Diluicao Antigénica Proteina Secundario

Pro-Caspase-3 Neomarkers RB-1197-P  1:400 Citrato + Banho Maria 8% Leite em p6 Novolink
Anti-Goat -
SOX3 Invitrogen  Polyclonal  1:50 Citrato + Autoclave Dako IgG

4.18 Analise estatistica

Os dados da expressdo génica foram normalizados com o gene S26 ou GAPDH por meio
do método ACt (Ct do gene alvo — Ct do gene normalizador), e a expressdo génica relativa
avaliada através do fold change com os dados de 224 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os
resultados obtidos sdo apresentados como média + desvio padrao, utilizando o teste de analise
de variancia One-Way ANOVA e para avaliar a diferenca entre os grupos foi utilizado o pos-
teste de Tukey. Os dados estatisticos foram analisados no GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA). O critério de significancia estatistica foi P < 0,05.
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S. RESULTADOS

5.1 Transfeccio das células MDA-MB-231 com vetor PGL3-GFP utilizando
Lipofectamine 2000

Apo0s 24 horas da transfeccdo com o vetor de GFP, as células foram avaliadas utilizando
microscopio de fluorescéncia invertido. Ao analisar a morfologia das células, observou-se que
0s pogos que receberem meio de cultura suplementado com SFB e antibiotico ap6s 4 horas de
incuba¢do com o mix da transfecgdo, apresentaram células com morfologia caracteristica,
aderidas a placa e com confluéncia esperada de cerca de 80%. As células dos pocos que ndo
receberam a suplementagdo, apresentam morfologia alterada, com redug¢do do nimero de
células e volume celular, como também irregularidades na membrana e arredondamento das
células (Figura 10 - Setas amarelas), caracteristica esta responsavel pela perda de adesao das

células e possivel indugdo de morte.

Quando avaliado a diferenga morfologica em relacdo as diferentes concentragdes do
reagente Lipofectamine, observou-se visualmente, em relacio ao controle uma pequena
diminui¢do do numero de células em ambas as concentragdes. Mostrando que a suplementagdo
foi essencial para manter a qualidade das células, fator este que favorece no aumento da

eficiéncia da transfecgao.
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Figura 10: Alteracoes morfoldgicas na linhagem tumoral MDA-MB-231 apos transfeccao
com vetor de GFP na presenca e auséncia de SFB/Antibidtico e em diferentes
concentracdes de Lipofectamine 2000. As fotomicrografias mostram alteragdes morfoldgicas
apos 24 horas da transfeccdo nos pogos que ndo receberam a suplementacdo de SFB e
antibidtico. Observa-se reducdo do nimero de células e do volume celular, possiveis
irregularidades na membrana e arredondamento celular (Setas amarelas). As imagens foram
adquiridas com o auxilio de microscopio de fluorescéncia invertido digital EVOS® no aumento
de 100x.

Sem SFB/Antibiotico

Controle

1,5 gL de Lipofectamine

2,5 pL de Lipofectamine
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Na Figura 11 encontra-se as imagens realizadas apds 24 horas da transfeccdo com GFP. O
teste foi realizado utilizando duas concentragdes de lipofectamine, como também a presenga ou
auséncia de suplementagao com SFB e antibiodtico, apos 4 horas de incubagao com os reagentes
de transfeccdo. Ao analisar as imagens observa-se que em ambas as concentracdes de
lipofectamine ocorreu a transfec¢do do GFP, sendo que em ambas as concentragdes apresenta

células fluorescentes em verde.

Figura 11: Avaliacao da eficiéncia da transfeccio com vetor de GFP na linhagem tumoral
MDA-MB-231 na presenca e auséncia de SFB/Antibiotico e em diferentes concentracdes
de Lipofectamine 2000. As fotomicrografias mostram que a eficiéncia da transfec¢do esta
relacionada com a suplementacdo de SFB e antibiotico, ¢ uma maior concentracdo de
lipofectamine. As imagens foram adquiridas com o auxilio de microscopio de fluorescéncia
invertido digital EVOS® no aumento de 100x.

Com SFB/Antibidtico Sem SFB/Antibiotico

1,5 pL de Lipofectamine

2,5 uL de Lipofectamine

As células fluorescentes foram contadas em todos as condi¢des experimentais e dentre elas
a concentragdo de 2,5 pL de lipofectamine mostrou-se mais eficiente, em relagdo a
concentracdo de 1,5 uL de lipofectamine (Figura 12). Outro fator importante no aumento da
eficiéncia da transfeccao foi a suplementacdo com SFB e antibidtico. As células que foram

transfectadas com 2,5 pL de lipofectamine e receberam a suplementagdo apos as 4 horas,
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tiveram taxa de transfeccdo de 71% das células, sendo essa taxa significativa (p>0,0001) em
relacdo as outras condigdes, mesmo em relacdo a concentragao de 2,5 pL lipofectamine sem a
suplementagdo, que demonstrou somente 16% de marcagdo. Esses dados demonstram que a
suplementagdo atuou diretamente no sucesso da transfeccdo, podendo esse resultado estar

relacionado a viabilidade das células.

Figura 12: Contagem de células marcadas apés a transfeccio com vetor de GFP na
linhagem tumoral MDA-MB-231 na presenca e auséncia de SFB/Antibidtico e em
diferentes concentracées de Lipofectamine 2000. As fotomicrografias foram contadas
utilizando o software ImageJ. A contagem mostrou que a eficiéncia da transfeccdo estd
relacionada com a suplementagdo de SFB e antibidtico, € uma maior concentragao de
lipofectamine. ***p>0,0001 em relagdo ao grupo 2,5 puL de lipofectamine sem SFB/ATB.
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5.2 Avaliacao da expressao génica de SOX3, CASP3, CASPS8, BAX e BCL2 na linhagem
MDA-MB-231 apds a transfec¢cio com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3

Apo0s a reacdo da RT-PCR as amostras foram pipetadas em gel de poliacrilamida 8% e ap6s
a corrida o gel foi corado com nitrato de prata. Como normalizador foi escolhido a proteina
ribossomal S26 com 75 pb, por ser um gene constitutivo e ndo apresentar variagao de expressao
em condi¢des diferentes. Desta maneira na andlise do gel observa-se que as todas as amostras

foram positivas para S26, mostrando a integridade das amostras apos os processos de extracao
e RT-PCR.

Na avaliagdo de expressdo de SOX3, o resultado encontrado no gel confirma a expressao

de SOX3 na linhagem MDA-MB-231 apo6s a transfec¢do com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3,
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sendo que apresentou banda especifica para SOX3 com 126 pb. Ja nas amostras controle e vetor

vazio nao se observa a banda de SOX3 (Figura 13).

Figura 13: Expressdo de SOX3 na linhagem MDA-MB-231 apés transfec¢cio com vetor
pEF1/Myc-His/SOX3. Gel de poliacrilamida mostrando resultado da PCR convencional apds
transfec¢do com vetor de SOX3. 4 uL do resultado da PCR convencional foi pipetado no gel e
visualizado por impregnac¢ao com nitrato de prata apds eletroforese a 100V/50 minutos.

$26 S26 S26 526 SOX3 SOX3 SOX3 SOX3
M CONT SOX3 VAZ NTC SOX3 VAZ CONT NT

300 pb
250 pb

200 pb

As amostras também foram avaliadas quanto a expressdo de Caspase-3 e Caspase-8.
Ambas as moléculas atuam na cascata da apoptose, sendo a Caspase-8 classificada como
iniciadora e a Caspase-3 classificada como efetora. Desta maneira avaliar a expressao destas

proteinas sdo importantes para entender o processo de morte que esta ocorrendo.

Ao avaliar as amostras pode-se observar que todas as amostras apresentaram expressao de
Caspase-3 (83 pb) e Caspase-8 (92 pb). Por serem proteinas enddogenas a expressdo basal era
esperada (Figura 14). Sendo assim necessario a quantificacao da expressdao por PCR em tempo

real.
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Figura 14: Expressiao de CASP3 e CASP8 na linhagem MDA-MB-231 apos transfec¢io
com vetor pEF1/Myc-His/SOX3. Gel de poliacrilamida mostrando resultado da PCR
convencional apos transfeccdo com vetor de SOX3. 4 uL do resultado da PCR convencional

foi pipetado no gel e visualizado por impregnacdo com nitrato de prata apds eletroforese a
100V/50 minutos.

CASP3 CASP3 CASP3 CASP8 CASP8 CASP8
CONT __SOX3  VAZ CONT SOX3 VAZ

300 pb
250 pb

200 pb

100 pb

As amostras também foram avaliadas quanto a expressdo de Bax e Bcl-2. A familia de
proteinas Bcl-2 desempenham um papel importante na regulagdo da apoptose em condig¢des
fisiologicas, como também em condigdes patoldgicas, sendo assim estas proteinas podem ser

consideradas anti-apoptoticas como ¢ o casa da Bcl-2 ou pro-apoptdticas como a Bax.

Ao avaliar as amostras pode-se observar que todas as amostras apresentaram expressao de
Bax (80 pb) e Bcl-2 (90 pb). Por serem proteinas enddgenas a expressao basal era esperada

(Figura 15). Sendo assim necessario a quantifica¢ao da expressao por PCR em tempo real.
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Figura 15: Expressdo de Bax e Bcl-2 na linhagem MDA-MB-231 apos transfec¢do com
vetor pEF1/Myc-His/SOX3. Gel de poliacrilamida mostrando resultado da PCR convencional
apos transfecgcdo com vetor de SOX3. 4 pL do resultado da PCR convencional foi pipetado no
gel e visualizado por impregnagao com nitrato de prata apds eletroforese a 100V/50 minutos.

BAX BAX BAX BCL2 BCL2 BCL2
CONT SOX3 VAZ CONT SOX3 VAZ

300 pb
250 pb

200 pb

100 pb

5.3 Imunofluorescéncia para SOX3 em células MDA-MB-231 transfectadas com o

vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

Anteriormente a avaliacdo da expressdo de SOX3 na linhagem MDA-MB-231. Foi
realizado a imunofluorescéncia na linhagem celular MCF-7 (Carcinoma ductal invasivo de
mama). A linhagem MCF-7 possui expressao selvagem de SOX3, tornando-se um modelo ideal

para avaliar a atividade do anticorpo para SOX3 e padronizagdo do protocolo de marcagao.

Apbs o protocolo de marcagdo com os anticorpos, observou-se a expressdo de SOX3,
corroborando com achados da literatura referente a expressdo endogena de SOX3 na linhagem
MCEF-7 (Figura 16). Esperava-se que a marcacao fosse nuclear, porém foi observado intensa
marcacdo citoplasmatica. Este resultado demonstra um provavel erro na translocacdo da

proteina para o nucleo, sendo necessario um estudo mais aprofundado para confirmacao.
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Figura 16: Expressdo de SOX3 avaliada por imunofluorescéncia na linhagem tumoral
MCF-7. Fotomicrografias evidenciando marcagdo nuclear para 4 ',6-diamino-2-fenilindol
(DAPI), marcagdo nuclear e citoplasmatica para SOX3 (FITC) e a sobreposi¢ao das imagens
Merge). As imagens foram adquiridas com o auxilio de microscépio de fluorescéncia invertido
digital Zeiss Axio Vert.Al no aumento de 1000x.

Aumento de 1000x

S0X3 - FITC SOX3 - DAPI

SOX3 - MERGE

Ap0s a padronizagdo do protocolo de marcagdo com os anticorpos na linhagem MCF-7. As
células MDA-MB-231 foram submetidas ao protocolo de transfec¢do com os vetores,
pEF1/Myc-His/SOX3 e vazio pEF1/Myc-His, conforme descrito no item 4.6, e ap6s 24 horas

da transfec¢do iniciou-se o protocolo de imunofluorescéncia.
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O protocolo foi realizado em todos os grupos experimentais. Como descrito na literatura a
linhagem celular MDA-MB-231, ndo possui expressdo enddogena de SOX3, sendo assim nos
grupos controle e transfectado com vetor vazio pEF1/Myc-His, ndo houve marcagao para a

proteina SOX3 (Figura 17), corroborando com os dados da literatura.

Figura 17: Auséncia de expressdo de SOX3 avaliada por imunofluorescéncia na linhagem
tumoral MDA-MB-231 apds transfeccio com vetor vazio pEF1/Myc-His/SOX3.
Fotomicrografias evidenciando marcac¢do nuclear para 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI),
auséncia de marcacao para SOX3 (FITC) e a sobreposi¢ao das imagens (Merge). As imagens
foram adquiridas com o auxilio de microscépio de fluorescéncia invertido digital Zeiss Axio
Vert.Al no aumento de 200x.

Controle Vetor Vazio

SOX3 - DAPI

SOX3 -FITC

SOX3 - MERGE
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Na figura 18 encontra-se as imagens adquiridas apds marcagdo com os anticorpos. Pode-se
observar que ocorreu marcacdo especifica para o anticorpo SOX3, mostrando entdo que o
protocolo de transfecgdo foi eficiente. Outro importante dado a ser ressaltado ¢ em relacao a
densidade de células. Observa-se uma densidade de células reduzida, sendo uma caracteristica
esperada, pois a expressdo de SOX3 pode estar relacionada com a indu¢do de morte celular,
sendo assim acredita-se que parte das células que foram transfectadas entraram em morte e ndo

chegaram a passar pelo processo de marcagao.

Figura 18: Expressdo de SOX3 avaliada por imunofluorescéncia na linhagem tumoral
MDA-MB-231 apés transfeccido com vetor pEF1/Myc-His/SOX3. Fotomicrografias
evidenciando marca¢do nuclear para 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI), marcag¢do nuclear e
citoplasmadtica para SOX3 (FITC) e a sobreposi¢do das imagens (Merge). As imagens foram
adquiridas com auxilio de microscéopio de fluorescéncia invertido digital Zeiss Axio Vert. Al
no aumento de 400x e 1000x.

Aumento de 400x Aumento de 1000x

SOX3 - FITC SOX3 - DAPI

S0OX3 - MERGE
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5.4 Avaliacdo da citotoxicidade e morte celular apoptotica na linhagem MDA-MB-
231 apés a transfeccao com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-

His
Com base nos resultados da imunofluorescéncia das células MDA-MB-231 transfectadas
com pEF1/Myc-His/SOX3, observou-se uma baixa densidade de células. Este resultado pode

estar relacionado com a inducdo de morte celular devido a expressao de SOX3.

Sendo assim para verificar a inducdo de morte, como também o tipo de morte celular
ocorrido apds a transfeccdo, a linhagem celular MDA-MB-231 foi submetida ao processo de
transfec¢do com o vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His e apds 24 horas
foram avaliadas as caracteristicas morfologicas e a busca por possiveis alteragdes indicativas

de morte celular.

Apos a transfeccdo com vetor de SOX3 as células foram fotografadas em microscopio
invertido digital Zeiss Z1 utilizando contraste de fase, no Centro de Desenvolvimento da

Tecnologia Nuclear (CDTN) em Belo Horizonte, Minas Gerais.

Observou-se que as células se encontravam em menor densidade e confluéncia, como
também apresentavam alteracdes morfoldgicas, como redu¢do do volume celular,
arredondamento celular e alteracdes na membrana, indicadas por setas amarelas na figura 19.
Os grupos, controle e vetor vazio pEF1/Myc-His ndo apresentaram alteragdes morfologicas,

como também nao foi observado diminui¢do na densidade dos pogos (Figura 19).

A semelhanga entre as células do controle com as células que passaram pela transfeccao
com o vetor vazio pEF1/Myc-His, indicam que o protocolo de transfec¢do pode ndo produzir
efeitos citotoxicos, sendo entdo um indicativo que as alteragdes morfoldgicas e a indugao de

morte celular estdo relacionadas estritamente com a expressao de SOX3.

Como forma de confirmar os efeitos encontrados na avaliagdo morfoldgica, avaliou-se o
possivel efeito citotoxico do protocolo de transfec¢do através da técnica de MTT. Foi avaliado
todos os grupos experimentais, controle nao transfectado, como também os grupos

transfectados com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His.
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Figura 19: Alteracoes morfologicas na linhagem tumoral MDA-MB-231 apés transfeccao
com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His. As fotomicrografias mostram
alteragdes morfologicas apds 24 horas da transfec¢do. No controle observa-se células com
caracteristicas morfologicas caracteristicas. As células transfectadas apresentaram redu¢do do
numero de células e do volume celular, irregularidades na membrana e arredondamento celular
(Setas amarelas). Na condi¢@o vetor vazio as células mantiveram caracteristicas morfologicas
a do controle. As imagens foram adquiridas com o auxilio de microscépio de fluorescéncia
invertido digital Zeiss Z1 no aumento de 100x e 200x.
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A avaliagdo da viabilidade celular apds o protocolo de transfec¢dao, demonstrou que o grupo
transfectado com o vetor de expressdo de SOX3 teve sua viabilidade reduzida em cerca de 55%,
indicativo que inducdo de morte celular, sendo esta taxa significativa estatisticamente em
relagdo aos dois outros grupos controle (p>0,0001). Quando avaliado a viabilidade dos grupos
controle e transfectado com vetor vazio, ndo houve diferenca estatistica entre os dois grupos,
demonstrando entdo que a reducdo da viabilidade celular encontrada no grupo transfectado com

SOX3, ocorreu devido a expressao de SOX3 (Figura 20).

Figura 20: Avaliacdo do efeito citotoxico na linhagem tumoral MDA-MB-231 apés
transfeccdo com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His. Citotoxicidade
avaliada apos 24 horas da transfeccdo com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio
pEF1/Myc-His. Viabilidade celular medida através do teste MTT. Média + DP de trés
experimentos independentes em triplicata (n=3). ***p<0,001 em relagdo ao grupo controle e
transfectado com vetor vazio.
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Ao verificar-se que SOX3 induz uma redugdo da viabilidade celular, sendo um possivel
perfil citotdxico, decidiu-se determinar o tipo de morte celular induzida pela expressdo de
SOX3. Desta forma as células passaram pelo protocolo de transfeccdo e apds 24 horas foi

realizado protocolo de marcagdo para avaliagdo de morte celular utilizando citometro de fluxo.

Para verificar a capacidade de indugdao de morte celular apoptética apos a transfecgao
com SOX3, foi utilizando kit de dupla marca¢do com Anexina V-FITC e PI (FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit - BD pharmingen, EUA). A avaliagdo de morte celular utilizando
Anexina V, ¢ um método rapido e quantitativo, onde € possivel determinar a populaciao que se

encontra em morte apoptotica, isso € possivel devido a afinidade da sonda de marcacao Anexina
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V com a fosfatidilserina, um fosfolipideo encontrado na face interna da membrana celular e ¢
externalizado durante as fases iniciais da apoptose, onde ocorre o flip membranar. Como a
Anexina V pode-se ligar a fosfatidilserina de células rompidas, utiliza-se a dupla marca¢ao com
Iodeto de propideo (PI) que ¢ um marcador nuclear fluorescente, que se intercala com DNA de

células que estdo com a membrana permeavel, marcando entdo células em morte necrotica

(NEVES; BRINDLE, 2014; WALLBERG; TENEV; MEIER, 2016).

A figura 21 apresenta um Dot-plot representativo dos resultados da leitura no citdmetro de
fluxo. Os graficos apresentam a fluorescéncia da Anexina V-FITC no eixo X e do PI no eixo
Y. No quadrante Q1 encontram-se as células marcadas somente com PI, sendo consideradas
células mortas por necrose. No quadrante Q2 encontram-se as células duplo marcadas (Anexina
V-FITC e PI), sdo células que estdo em apoptose tardia. O quadrante Q3 determina as células
marcadas somente com Anexina V-FITC, ou seja, células em apoptose inicial e por ultimo no

quadrante Q4 encontra-se as células duplo negativas e viaveis.

Sendo assim este teste permite avaliar a quantidade de células em estagios iniciais e tardios

de apoptose, como também determinar a quantidade de células em possivel morte necroética.

Figura 21: Dot-plot representativo de cada condi¢cdo na avaliacio da morte celular
apoptotica na linhagem tumoral MDA-MB-231 apds transfeccio com vetor pEF1/Myec-
His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His. As células foram transfectadas com pEF1/Myc-
His/SOX3 e incubadas por 24 horas. Apds a incubacdo as células foram marcadas com Pl e
Anexina V-FITC, e a marcagao ¢ intensidade da fluorescéncia foi medida utilizando citdmetro
de fluxo FACSCanto II. Q1: Células marcadas com PI. Q2: Células marcadas com Anexina V-
FITC e PI. Q3: Células marcadas com Anexina V-FITC. Q4: Células ndo marcadas.
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Foram realizados trés experimentos independentes, e cada experimento em triplicata. Pode-
se observar que o grupo controle apresenta uma taxa de viabilidade celular de 90% e uma taxa
de morte celular apoptotica em torno de 10%. Estas taxas sdo consideradas normais para esta

condicao.

Na avaliacdo das células transfectadas com SOX3, observa-se um grande aumento na
porcentagem de células positivas para a marcagdo com Anexina V-FITC, indicando que 42,5%
da populagdo encontra-se em apoptose inicial (Q3) e 13,5% da popula¢do em apoptose tardia
(Q2), devido a dupla marcagao (Anexina V-FITC/PI). J& a populagdo de células que passaram
pelo processo de transfecgdo com o vetor vazio, apresentaram taxas de viabilidade celular e
morte por apoptose semelhante as do controle, mostrando entdo que o protocolo de transfeccao

por si s6 ndo € responsavel pela morte celular.

Sendo assim, este resultado, corrobora com os dados descritos anteriormente, sendo a
presenga de baixa densidade celular, alteracdes morfoloégicas, como também a diminui¢do da

viabilidade celular, demonstrando um efeito citotéxico (Figura 18 e Figura 19).

Um gréfico de barras foi realizado a partir das triplicatas dos trés experimentos
independentes. Os valores foram reunidos, desta forma, chegou-se a uma média da taxa de
apoptose em cada grupo. Outro fator importante para andlise foi a juncdo dos quadrantes Q3
(apoptose inicial) e Q2 (apoptose tardia) no mesmo grupo, tornando-os somente um grupo.
Desta forma foi realizada a avaliagdo estatistica dos resultados. A figura 22 representa a média

+ DP da porcentagem de apoptose encontrada em cada grupo.
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Figura 22: Taxa de apoptose na linhagem tumoral MDA-MB-231 apos transfeccio
com vetor pEF1/Myc-His/SOX3. Grafico representando a soma da porcentagem de células
em apoptose inicial e apoptose tardia em cada condigao. Média = DP de trés experimentos

independentes em triplicata (n=3). ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle e transfectado

com vetor vazio.
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A taxa média de apoptose no grupo controle foi de 10%, no grupo transfectado com SOX3
a média encontrada foi de 52% e no grupo transfectado com vetor vazio foi de 13%. Ao realizar
o teste estatistico One-way ANOVA, foi encontrado que o grupo transfectado com SOX3
apresentou diferenga estatistica quando comparado ao controle apresentando p<0,0001, como

também foi diferente do grupo vetor vazio, apresentando também um p<0,0001.

J& a analise do grupo controle com o grupo transfectado com o vetor vazio, ndo apresentou
diferenca estatistica, mostrando entdao que o protocolo de transfeccdo e os reagentes utilizados

ndo sdo capazes de induzir morte, ou alterar as caracteristicas celulares, mantendo as

caracteristicas normais das células.
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5.5 Avaliacao por PCR em tempo real a expressao de SOX3, CASP3, CASP8, CASPY,
BAX e BCL2 na linhagem MDA-MB-231 apods a transfeccio com o vetor
pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

Apos a avaliagdo por PCR convencional e com a confirmagao da expressao dos genes alvos,
foi realizada a PCR em tempo real (RT-qPCR) para quantificagdo relativa do gene SOX3 e dos
genes relacionados a apoptose, como a caspase iniciadoras (Caspase-8 € 9), e a caspase efetora
(Caspase-3), assim como a expressao de BCL2 (anti-apoptotico) e BAX (pro-apoptotico) (Figura
23).

O resultado da RT-qPCR confirmou, que ap6s a transfeccdo com o vetor de expressdo de
SOX3, as células MDA-MB-231 passaram a expressar o gene alvo. A expressdo de SOX3
(Figura 23 A), foi 17,51 vezes maior do que o observado no grupo controle ndo transfectado
(Fold change 1,0), sendo esse aumento da expressao significativo (p>0,001). Apds determinada
a expressao de SOX3, foi entdo avaliado a expressdo dos genes relacionados a apoptose, para

verificar a modulagdo destes genes, em relagdo a presenga ou auséncia da expressao de SOX3.

A expressdo génica de CASPS nas células transfectadas com SOX3 (Figura 23 B), teve um
aumento de 2,24 vezes em relagcdo ao controle ndo transfectado, sendo essa relagao significativa
com p>0,001. Outra caspase iniciadora avaliada, foi a CASP9 (Figura 23 D), onde foi
encontrado um aumento significativo da sua expressdo, tendo um valor de 18,54 vezes maior

em relagdo ao grupo controle (p>0,001).

Observa-se também o aumento de CASP3 cerca de 3,26 vezes maior quando comparado ao
controle (Figura 23 C). Estes resultados demonstram que ap0ds a transfec¢do e expressao de
SOX3 nas células MDA-MB-231, as vias de apoptose relacionadas as caspases 8, 9 e 3 foram
ativadas. Os resultados de expressdo génica corroboram com os resultados da citometria de
fluxo (Figura 22), demonstrando que a transfec¢do das células MDA-MB-231 com o vetor

pEF1/Myc-His/SOX3 aumentara as taxas de apoptose em comparagao com 0s grupos controle.

Na avaliacdo da expressdao do gene pro-apoptotico BAX no grupo transfectado com
pEF1/Myc-His/SOX3, observou-se um aumento de 4,11 vezes quando comparado ao controle
ndo transfectado (Figura 23 E). Ja ao avaliar o gene anti-apoptdtico BCL2 observa-se uma
redugdo de cerca de 60% na expressao no grupo transfectado com pEF1/Myc-His/SOX3 (Figura
23 F), quando comparado a expressdo no grupo controle. Esses resultados indicam uma

modulagdo relacionada a expressao de SOX3 nos genes reguladores da apoptose.
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Figura 23: Avaliacdo da expressdo de genes pro-apoptoticos e anti-apoptoticos na
linhagem MDA-MB-231 apés transfec¢do com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio
pEF1/Myec-His. A: Expressdo de SOX3 (Fold change 17,51). B: Expressao de CASPS (Fold
change 2,24). C: Expressdao de CASP3 (Fold change 3,26). D: Expressdao de CASPY (Fold
change 18,54). E: Expressao de BAX (Fold change 4,11). F: Expressdao de BCL?2 (Fold change
0,40). Os dados foram expressos com os valores de 2"2ACT, ***p>( 001 em relacdo aos grupos
controle e vetor vazio.
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5.6 Avaliacio por PCR em tempo real a expressiao de genes relacionados a transi¢cao
epitélio-mesénquima, ECAD, NCAD, SNAIL, ZEB1, ZEB2 na linhagem MDA-MB-
231 apés transfeccao com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor vazio pEF1/Myc-His

Como demonstrado no tdpico anterior, a expressao de SOX3 foi determinada por RT-qPCR,
mostrando a funcionalidade da transfeccdo com o vetor de expressdo. A avaliagdo de genes
relacionados a TEM ocorreu devido a necessidade de entender quais as modulagdes que a
expressao de SOX3 promoveria em uma linhagem sabidamente definida como triplo negativa,

com caracteristicas de resisténcia a morte celular, potencial invasivo e metastatico.

Ao avaliar a expressao de E-caderina apos a transfec¢ao com SOX3 (Figura 24 B), observou-
se um aumento de cerca de 27 vezes em relagdo ao grupo que ndo foi transfectado, com
significancia estatistica (p>0,001). O aumento da expressdo de ECAD demonstra uma tendéncia
na reducdo da capacidade migratdria e invasiva das células, sendo que esta molécula atua na

manuten¢do do perfil epitelial e promog¢ao da adesio.

Foi avaliado as moléculas relacionadas ao perfil mesenquimal, avaliou-se a expressao de
N-caderina, onde observou-se uma reducdo da expressao de cerca de 94% nas células que foram
transfectadas com SOX3 (Figura 24 C), quando comparadas com as células do grupo controle
(p>0,001). Além da avaliagdo de moléculas relacionadas a adesdo celular, como as caderinas,
avaliou-se também a expressao génica de importantes fatores de transcricdo, que sao

conhecidos pelo seus papeis na TEM.

A expressdo do fator de transcricdo SNAIL (Figura 24 D), teve uma reducao significativa
no grupo que expressa SOX3, sendo uma redug¢do de 82% em relagdo ao grupo controle
(p>0,001). O mesmo perfil foi encontrado na avaliagdo da expressao dos fatores de transcrigdo
ZEBI e ZEB2. Observando-se uma diminui¢do da expressdo no grupo positivo para SOX3. O
fator ZEB1 (Figura 24 E) teve uma redu¢do de 85% da sua expressdo, ja o fator de transcri¢ao
ZEB?2 (Figura 24 F), teve uma reducao de 89% da sua expressao, ambos comparado ao grupo

controle nao transfectado, tendo um perfil estatistico significativo com p<0,001.
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Figura 24: Avaliacio da expressio de genes relacionados a transiciio epitélio-mesénquima
na linhagem MDA-MB-231 apés transfeccio com vetor pEF1/Myc-His/SOX3 e vetor
vazio pEF1/Myc-His. A: SOX3 (Fold change 17,51). B: ECAD (Fold change 27,01). C: NCAD
(Fold change 0,06). D: SNAIL (Fold change 0,18). E: ZEBI (Fold change 0,15). F: ZEB2 (Fold
change 0,11). Os dados foram expressos com os valores de 22T, #**p>0,001 em relaciio ao
grupo transfectado com SOX3.
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5.7 Avaliacio da expressao e imunolocalizacdo de SOX3 e pro-Caspase-3 em amostras

de carcinoma ductal invasivo humano

A expressao de SOX3 foi avaliada em 27 amostras parafinadas de casos de carcinoma ductal
invasivo humano (CDI). Os casos passaram pelo protocolo de imunohistoquimica e apds a

marcagdo, foram analisados em microscopio para avaliar a positividade.

Na andlise dos casos revelou-se que 52% eram positivos para expressdo de SOX3 (14 de 27
casos). Dentro dos casos positivos, avaliou-se a imunolocalizagdo, e 72% dos casos apresentam

marcagao citoplasmatica (10/14) e 28% (4/14) com imunolocaliza¢do nuclear.

Os casos de CDI positivos para SOX3, foram contados conforme metodologia descrita no
item 4.17. Eles apresentaram padrdo de marcagdo difusa, com caracteristicas granulares e

intensidade fraca/moderada, com média de 25% de células coradas (Figura 25 A e B).

A imunohistoquimica para pré-caspase-3 foi avaliada em 14 casos de CDI. Ap6s a marcagao
e avaliagdo, definiu-se 50% dos casos como positivos (7/14). As células positivas para pro-
Caspase-3 apresentam padrdo de coloragdo difusa e granular, com intensidade fraca/moderada,
com média de 50% das células coradas. Em relacao a imunolocalizagdo, 4 dos casos positivos,
mostraram coloragdo exclusivamente citoplasmatica (Figura 25 C), enquanto os outros 3 casos,

apresentaram imunolocalizacdo citoplasmatica e nuclear (Figura 25 D).

Na avaliacao estatistica, utilizando os dados de contagem das células de todos os casos
positivos. Foi realizado um pareamento dos casos de SOX3 e pro-caspase-3 para se verificar
uma correlag@o da expressao de ambos os marcadores, porém nao foram encontradas evidéncias
de correlacao entre SOX3 e pro-Caspase-3. Essa dificuldade de correlagdo tem como principal

razao a necessidade de um ntimero mais significativo de amostras.
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Figura 25: Avaliacdo por imunohistoquimica da expressio de SOX3 e pro-Caspase-3 em
amostras de carcinoma ductal invasivo de mama humano. A: Imunomarcacao
citoplasmatica para SOX3. B: Imunomarca¢do nuclear para SOX3. C: Imunomarcacgio
citoplasmatica para pro-Caspase-3. D: Imunomarcagdo citoplasmdtica e nuclear para pro-
Caspase-3. Barra de escala = 50 um. Setas amarelas: Imunomarcacao nuclear. Setas vermelhas:
Imunomarcagao citoplasmatica. Aumento de 400X com insert de 600X. Imagens adquiridas
utilizando camera Olympus BX 40 acoplada (Olympus, Tokyo, Japao).
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6. DISCUSSAO

A expressao e fungdo de SOX3 ja ¢ descrita em diferentes tumores e, portanto, assim como
SOX2, a proteina SOX3 faz parte do subgrupo SoxB1, gerando uma expectativa de se observar
funcdes bioldgicas semelhantes, devido a similaridade. Essa expectativa, foi observada em
estudo realizado por YAN, et al., 2016, demonstrando que SOX3 se comportou como oncogene
em tumores ovarianos (YAN, Qin et al., 2016), assim como a alta expressao de SOX3 em
carcinomas hepatocelular foi relacionada com o estdgio avangado do tumor e baixa
diferenciagdo, sendo um fator determinante para o mau prognoéstico dos pacientes (FENG, Yun
et al., 2017). Outro estudo observou a elevada expressio de SOX3 em glioblastomas,
favorecendo o aumentando da proliferacdo, viabilidade celular, migracdo e invasdo
(VICENTIC et al., 2018), por fim, estudo recente realizado por SHEN et al., 2020, demonstrou
que SOX3 ¢ altamente expresso em cancer gastrico, sendo essa expressao relacionada a um
tumor com perfil mais proliferativo, migratério e invasivo, com maiores chances de

metastatizagao.

Nos canceres de mama ja foi descrito a expressdo de diferentes membros da familia SOX.
A expressdo de SOX1 foi definida como um supressor tumoral em diferentes tumores de mama
(SONG et al., 2016). Em contrapartida, a expressao de SOX2 esta relacionada a tumor com alta
malignidade, com maior potencial invasivo, comprometimento linfonodal, promovendo a
proliferacdo, angiogénese e consequentemente a metastatizacdo (DAS et al., 2017b; LIANG,
Shanshan et al., 2013; RODRIGUES et al., 2021). Do mesmo modo, foi observado que alguns
subtipos de cancer de mama possuem a superexpressao de SOX4, favorecendo a transicao
epitélio mesénquima (MEHTA et al., 2017; ZHANG et al., 2012a). Assim como, SOXI11
também ja foi descrito como facilitador na progressao, regulando a proliferacdo, migracdo e

invasdo (OLIEMULLER et al., 2017).

Portanto, visto que o papel da proteina SOX3 ¢ pouco explorado no cancer de mama,
quando comparado a outros membros da familia SOX, o presente estudo € o primeiro a dedicar-
se a investigar a participacao de SOX3 no cancer de mama. A expressdo de SOX3 foi avaliada
na linhagem tumoral MDA-MB-231, modelo de carcinoma ductal invasivo, classificado como

triplo negativo — subtipo claudin low (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).

A linhagem celular MDA-MB-231 ndo expressa SOX3 (ACLOQUE; OCANA; et al.,

2011) e apos a transfeccdo e confirmagdo da expressdo de SOX3, foi observado a inducao de
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morte celular apoptdtica, principalmente pela vias de ativacao de caspases e familia Bcl-2.

Mediante o resultado exposto e o conhecimento em relagdo as vias apoptoticas, entende-se
que a expressao de SOX3, esta relacionada com a inducdo de morte por apoptose e atua na
regulagao de genes responsaveis pelo controle das vias deste tipo de morte. Como CASP3 ¢ a
principal caspase efetora em ambas as vias, o aumento da expressao das caspases iniciadoras 8
e 9, assim como o aumento da expressao de BAX, pode-se inferir que a principal via de indugao
de morte apoptotica esta relacionada com a via intrinseca, onde ocorre a modulacao da familia

Bcl-2, juntamente com a ativagdo de CASPY.

Estudos conduzidos por KHAZAEI et al., 2017, avaliou o efeito de um composto sobre a
inducdo de apoptose em diferentes linhagens tumorais de mama. A linhagem MDA-MB-231
foi uma das linhagens estudadas e os resultados de expressdo génica, demonstraram que a
inducdo de morte por apoptose foi possivel através da ativacdo de BCL2 e Caspases, sendo
independente de p53. Porém depara-se na necessidade de estudos in silico, onde pode-se avaliar

quais as regides promotoras estao sendo reguladas pela proteina SOX3 nas vias apoptoticas.

A figura 26 representa esquematicamente o entendimento da atuacdo de SOX3 nas vias

apoptoticas.
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Figura 26: Esquema da expressio de genes apoptdticos em células MDA-MB-231
transfectadas com o vetor de expressio pEF1/Myc-His/SOX3. A regulacdo positiva da
expressao de mRNA pré-apoptdtico CASP3, CASPS, CASPY e BAX, em contraste com a
diminui¢do da expressao de mRNA anti-apoptotico Bcl-2, reforca o papel do fator de
transcri¢do SOX3 na regulacdo da apoptose na linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-
231.

MDA-MB-231 Transfecgao

CASPS8 -
CASP9
_BAX

t mRNA

*% Apoptose

®

'
Fonte: Autoria do grupo de pesquisa — BioRender

A expressdo génica e proteica de SOX3, além de reduzir a viabilidade celular e aumentar a
expressao de importantes genes relacionados a apoptose, pode-se relacionar no controle das

vias da Transi¢do epitélio-mesénquima (TEM).

A TEM ¢ um importante marco na progressao tumoral, onde as células cancerigenas
ganham o aumento da capacidade de migragado, invasao e metastatizagdo. Entender a regulagcdo
das vias de inducdo da TEM e seus fatores de transcricao, tornou-se fundamental, para
compreender os principais mecanismos de resisténcia de diferentes tipos tumorais. Dentro do
cancer de mama, estudos tem demonstrado o papel de membros da familia SOX na indugdo e
favorecimento da TEM, como SOX2, SOX9 e SOX4 (LIU, Peng et al., 2018; MANDALOS et
al.,2014; ZHANG et al., 2012b).

SOXO9 ¢ definido como um dos fatores de transcrigao que desempenham importante papel

na TEM, sendo ela superexpressa em grande parte dos tumores de mama, principalmente nos
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tumores triplo-negativos, onde regula o crescimento tumoral, liberando sinalizacdo para
promoc¢do da migragdo e invasdo e consequentemente favorecendo a metéstase (LEI et al.,
2016). Ao mesmo tempo que induz sinalizagao favorecendo a TEM, SOX9 possui papel
regulatdrio na resisténcia dos tumores a apoptose (MA et al., 2020). A alta expressdao de SOX2
¢ relatada na literatura como importante fator na progressdo tumoral de tumores mamarios,
sendo associada a ativacdo das vias de TEM e resisténcia a apoptose (LIU, Kuancan et al.,
2017). Estudo realizado por LIU et al., 2018, mostrou que diversas linhagens tumorais de
mama, dentre elas, o modelo MDA-MB231, possuiam uma alta expressao de SOX2, sendo a
expressao relacionada a capacidade infiltrativa e migratéria dos modelos tumorais. Ao ser
silenciada a expressdo nos modelos, observou-se a reducdo da capacidade proliferativa e
invasiva e aumento da inducdo de apoptose. Outros estudos tem demonstrado o papel de SOX4
com a capacidade aumento da malignidade dos tumores de mama, atuando na promogao da
proliferacdo, migragdo e invasdo, favorecendo a TEM e diminuindo as taxas de indugdo

apoptdtica (HANIEH et al., 2020; PARVANI; SCHIEMANN, 2013; ZHANG et al., 2012b)

A relacdo da expressdao de SOX3 e seu papel na indu¢do da TEM, ainda € pouco explorada.
Segundo QIU et al.,, 2017, SOX3 ¢ superexpresso em osteossarcomas, sendo essa
superexpressdo capaz de aumentar a expressao de SNAIL, através da ligacdo direta a regido
promotora deste gene. Esse aumento de SNAIL, foi responsavel pela promogao de um perfil
mais invasivo e metastatico, favorecendo entdo a TEM. No cancer de mama o papel de SOX3
ainda ndo ¢ descrito, sendo publicado na literatura um unico estudo que indica a relagdo de
elevados niveis de SOX3 como um fator importante na inibicado de TEM, atuando em conjunto
com a baixa expressao de SNAIL na linhagem celular de cancer de mama, MCF-7 (ACLOQUE;
OCANA; et al., 2011).

Desta forma, os resultados do presente estudo revelaram que a indugdo da expressdo da
proteina SOX3 na linhagem celular de cancer de mama, triplo-negativa MDA-MB-231 foi

capaz de alterar a expressao de importantes genes ligados na indu¢ao da TEM.

Segundo HOLLIDAY; SPEIRS, 2011, a linhagem tumoral MDA-MB-231, ¢ classificada
como triplo negativa, subtipo claudin-low. Uma importante caracteristica deste subtipo ¢ a
baixa expressdo de E-caderina, favorecendo um perfil de migragdo, invasdo e metastatizacao.
Nos resultados de RT-qPCR, ao avaliar a expressao génica de ECAD apds a expressao com
SOX3, encontrou-se um aumento significativo (p>0,001) de 27 vezes, quando comparado ao

controle ndo transfectado (Fold change 1,0) (Figura 23 B). Esse resultado demonstra que a
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expressao de SOX3 foi capaz de alterar as taxas de expressdo dos fatores de transcri¢dao
relacionados a indugdo de TEM e, regulando principalmente regulando positivamente a
expressao de mRNA de ECAD, fator chave no bloqueio da transi¢do, favorecendo a manutengao
das células no perfil epitelial, assim como discutido em relagdo aos fatores relacionados a via
apoptdtica, mais estudos sdo necessarios para entender o papel de SOX3 no mecanismo da

transicao epitélio-mesénquima (Figura 27).

Figura 27: Esquema da expressido de genes da transicdo epitélio-mesénquima em células
MDA-MB-231 transfectadas com o vetor de expressao pEF1/Myc-His/SOX3. Expressdo da
proteina SOX3 no cancer de mama triplo negativo MDA-MB-231, ¢ seguido por uma inducao
de baixa expressdo de NCAD, um importante marcador do fendtipo mesenquimal, e uma
superexpressdo de ECAD, um importante marcador de fenotipo epitelial.

pPEF1/Myc-His
Expressao mRNA

Transfecgao
i =\ NCAD
Wa-—C >N\ SNAIL ECAD
‘ ii::' e | > ZEB1
| L - |
— ) ZEB2
i Downregulation Upregulation
MDA-MB-231

Triplo-negativa (RH- (RE- e RP-), HER2-)

SOX3 Negativa ' :

Fendtipo Fenotipo
Mesenquimal Epitélial

Fonte: Autoria do grupo de pesquisa - BioRender

Pela primeira vez esta sendo relatada a expressdo da proteina SOX3 em amostras
parafinadas, de tecidos de carcinomas ductais invasivos de mama humano (CDI). Foi
investigada a imunorreatividade da proteina SOX3 em 27 casos de CDI. Apos protocolo de
imunohistoquimica e avalicdo dos casos, foi encontrado um padrao de coloracdo fraco, com
uma localizacdo citoplasmatica significativa (Figura 24 A e 24 B), e um escore baixo, com
média de 25% de células marcadas. Essa caracteristica, demonstra uma relacdo da baixa
expressdo de SOX3, com o comportamento de agressividade dos casos, principalmente com

fenotipo de resisténcia a apoptose.
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A imunohistoquimica para pré-caspase-3 avaliou-se em 14 casos de CDI, onde os casos
apresentaram padrdo de marcacdo, com intensidade fraca/moderada, com média de 50% das
células coradas. Em relacdo a imunolocalizacdo, 4 dos casos positivos, mostraram coloragdo
exclusivamente citoplasmatica (Figura 24 C), enquanto os outros 3 casos, apresentaram
imunolocaliza¢do citoplasmatica e nuclear (Figura 24 D). Como forma de busca de uma
possivel correlacao de expressdo entre os casos, foi realizado um pareamento dos casos de
SOX3 e pro-caspase-3, porém nao foram encontradas evidéncias de correlagao entre SOX3 e
pro-Caspase-3, sendo os casos positivos para pro-caspase-3 foram negativos para SOX3. Essa
dificuldade de correlagdo tem como principal razdo a necessidade de um nimero mais
significativo de amostras, para conseguir-se um N amostral suficiente para se medir fatores de

correlagao.

Todos os resultados discutidos nesse trabalho, demonstram que apos a transfec¢ao com
vetor de expressio de SOX3 na linhagem tumoral MDA-MB-231, importantes vias
relacionadas a apoptose e transi¢ao epitélio-mesénquima foram reguladas. O papel de SOX3 se
mostrou capaz de reduzir a viabilidade das células, com potencial citotdoxico, sendo essa
redugdo através da indug¢do de morte celular apoptdtica. Além da inducdo de apoptose,
observou-se uma importante redu¢ao na expressao de moléculas indutoras da TEM, sendo um
fator crucial para diminuir o perfil metastatico deste tipo de tumor. Esse papel se mostra
contrario aos encontrados em relacao ao papel de SOX2 no cancer de mama, mostrando que
mesmo ambos fazendo parte do mesmo subgrupo da familia SOX, a similaridade de sequéncia
entre eles ndo ¢ capaz de manter as mesmas atividades bioldgicas (GRIMM et al., 2020; MENG

et al., 2020).

Assim como descrito por (SHEN et al., 2020), onde determinou-se que SOX3 ¢ um
potencial candidato como marcador molecular prognostico em céncer gastrico, os resultados
encontrados neste trabalho, indicam que a expressdo de SOX3 em tumores de mama triplo
negativos, pode ser um fator favoravel para a alteracdo do perfil resistente a apoptose e
metastatico, onde sua expressdao pode ser considerada uma caracteristica de tumores menos
resistentes a terapia e com melhor prognostico, sendo entdo um possivel candidato como

biomarcador molecular para cancer de mama.
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7. CONCLUSAO

O trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusoes:

e A transfec¢do com o vetor de expressdo SOX-3 foi capaz de induzir a expressdo génica

e proteica de SOX3.

e A proteina SOX3 reduziu a viabilidade das células e induziu a via de apoptose nas

cé¢lulas MDA-MB-231, sendo a indugdo por provavel via intrinseca.

e A expressdo de SOX3 foi capaz de modular a expressdo de importantes genes
relacionados a transi¢cao epitélio-mesénquima, mostrando o favorecimento da

manuten¢do do perfil epitelial e redugdo de genes indutores do perfil mesenquimal.

e A avaliagdo proteica de SOX3 em carcinomas ductais invasivos por imunohistoquimica,
trouxe resultados inéditos. Porém devido ao pequeno niimero de casos, os resultados

nao demonstraram correlacao.

e A expressdo nuclear e citoplasmatica de SOX3 em tumores de mama triplo negativos,
pode ser um fator favoravel para a alteragao do perfil resistente a apoptose, € com menor
caracteristica metastatica, sendo um possivel candidato como biomarcador molecular

prognostico para cancer de mama.
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factors group, has been identified as a key regulator in several diseases, including
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interfere in neoplasia development, increasing its aggressiveness. We investigated
SOX3 protein expression and its correlation with apoptosis in the MDA-MB-231 cell
line, as SOX3 and Pro-Caspase-3 immunoexpression in paraffinembedded invasive
ductal carcinoma tissue samples from patients (n=27). Breast cancer cell line MDA-
MD-231 transfected with pEF1-S0OX3+ and pEF1-Empty vector followed by cytotoxicity

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation



Suggested Reviewers:

101

assay (MTT), Annexin-V FITC PI for apoptosis percentage assessment by flow
cytometry, qPCR for apoptotic related gene expression, immunofluorescence and
immunohistochemistry to SOX3 immunolocalization in culture cells, and paraffin-
embedded invasive ductal carcinoma tissue samples. Results Apoptotic rate was
higher in cells transfected with pEF1-SOX3+ (56%) than controls (10%). MDA-MB-231
transfected with pEF 1-SOX3+ presented upregulation of proapoptotic mRNA from
CASP3, CASP8, CASPY9, and BAX genes, contrasting with downregulation
antiapoptotic MRNA from BCL2, compared to non-transfected cells and cells
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ABSTRACT

Background: Sex-determining region Y-box 3 (SOX3) protein, a SOX transcriptions factors group,
has been identified as a key regulator in several diseases, including cancer. Downregulation of
transcriptions factors in invasive ductal carcinoma (IDC) can interfere in neoplasia development,
increasing its aggressiveness. We investigated SOX3 protein expression and its correlation with
apoptosis in the MDA-MB-231 cell line, as SOX3 and Pro-Caspase-3 immunoexpression in paraffin-
embedded mvasive ductal carcinoma tissue samples from patients (n=27). Breast cancer cell line
MDA-MD-231 transfected with pEF1-SOX3+ and pEF 1-Empty vector followed by cytotoxicity
assay (MTT), Annexm-V FITC PI for apoptosis percentage assessment by flow cytometry, gqPCR for
apoptotic related gene expression, immunofluorescence and immunochistochemistry to SOX3
immunolocalization in culture cells, and paraffin-embedded invasive ductal carcinoma tissue
samples. Results: Apoptotic rate was higher in cells transfected with pEF1-SOX3+ (56%) than
controls (10%). MDA-MB-231 transfected with pEF 1-SOX3+ presented upregulation of pro-
apoptotic mRNA from CASP3, CASP8, CASP9, and BAX genes, contrasting with downregulation
antiapoptotic mRNA from BCL2, compared to non-transfected cells and cells transfected with pEF1-
empty vector (p<0.005). SOX3 protein nuclear expression was detected in 14% (4/27 cases) of
ductal carcinoma cases, and pro-Caspase-3 expression was positive in 50% of the cases. Conclusion:
Data suggest that SOX3 transcription factor upregulates apoptosis in breast cancer cell line MDA-
MB-231, and has a down nuclear expression in ductal carcinoma cases, and need to be investigated
as a tumor suppressor protein, and its loss of expression and non-nuclear action turn the cells
resistant to apoptosis. Further studies are necessary to understand how SOX3 protein regulates the
promoter regions of genes mvolved in apoptosis.

Keywords: Apoptosis, Breast Cancer, Invasive ductal carcinoma, MDA-MB-231, SOX3.
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BACKGROUND

Breast cancer is one of the most common malignancies impacting the female phenotype, and
mmvasive ductal carcinoma (IDC) is the most prevalent histopathological subtype, accounting for
about 90% of all breast cancers. Cancer cells are known to present genetic mutations and epigenetic
modifications on DNA structure, which can induce deactivation of tumor suppressor genes, lead to
the activation of proto-oncogenes, or result in non-functional or super-functional proteins. These
protems are often involved in regulating the cell cycle and mitiating cellular death and differentiation
[1-3].

Transcription factors (TFs) play a critical role in regulating the gene expression profile of the cell.
This profile directs the cells” position within the human system, guiding cellular differentiation, de-
differentiation, or trans-differentiation [4]. Different genes in different cell types can be regulated by
the same transcription factor [5]. In this context, SOX proteins are a conserved family of
transcriptional regulators that mediates DNA binding by a highly conserved high-mobility group
(HMG) domain and critically control cell fate and differentiation in major developmental processes
[6].

SOX deregulation may be significant for cancer promotion and progression [6]. When comparing
tumors to adjacent normal breast tissue, SOX gene and protein expression in human breast tumors
have been observed i multiple studies, suggesting that altered activation of this gene family may
contribute to critical aspects in breast cancer initiation, promotion, and progression. Interestingly,
previous studies have suggested an oncogenic and tumor-suppressive role for specific SOX proteins,
correlating their expression with some clinical cancer features such as prognosis and metastasis [7].
SOX3 upregulation is observed in human esophageal squamous cell carcinoma, epithelial ovarian
cancer, and osteosarcoma, suggesting cell proliferation, migration, and invasion [8-11].

In addition, high levels of SOX3 expression, with low levels of SNATI, a protein associated with

epithelial-mesenchymal transition (EMT), were observed in MCF-7 cells, a luminal A molecular
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subtype of breast cancer, that have poorly-aggressive and non-invasive behavior besides its low
metastatic potential [12]. Furthermore, SOX3 downregulation by siRNA in MCF7 cells causes an
increase in SNAILI expression, suggesting that SOX3 plays a tumor suppressor role in breast cancer
[12,13]. Conversely, the breast cancer cell line MDA-MB-231, a triple-negative and claudin-low
molecular subtype breast cancer, is associated with poor prognosis, enrichment for markers linked to
EMT and expression of mammary cancer stem cells features; is almost devoid of SOX3 transcripts
and show high SNAIL1 expression [12-14].

Although other members of the SOX family, including SOX2, SOX4, SOX35, SOX8, SOX9, SOX10,
SOX11, SOX12, and SOX18, are involved in sustaining proliferative signaling, cellular death
resistance, angiogenesis, invasion and metastasis, the expression and biological function of SOX3 in
breast cancer remains unclear [7].

Therefore, the purpose of this study was to investigate the mechanisms underlying the effects of
SOX3 expression in breast cancer MDA-MB-231 cell line through transient transfection of the pEF-
1-human SOX3 expression vector to determine SOX3 involvement in cell cycle and cell death.
Further, immunohistochemistry (ITHC) was employed to investigate SOX3 and Pro-Caspase-3 protein

expression in tissue samples from invasive ductal carcinoma (IDC) cases.

RESULTS

PEF1-SOX3+ transfection and expression

The MDA-MB-231 cells transfected with pGL3-GFP were performed to determine Lipofectamine
3000 transfection efficiency. The green fluorescent protein (GFP) expression was evaluated by
EVOS XL Core microscope and Cell Imaging System (Figure 1A and 1B). Expression of SOX3
protein in pEF1-SOX3+ transfected MDA-MB-231 cells was confirmed by immunofluorescence and

nuclear localization (Figure D). MCF-7 cells were used as a positive control for SOX3 protein
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expression (Figure 1C). SOX3 mRNA expression was detected in cells transfected with pEF1-

SOX3+ (Figure 1E).

Cell viability and apoptosis assessment in MDA-MB-231 cells expressing SOX3

A decrease in cells viability was indicated by cytotoxicity assay (MTT) in MDA-MB-231 cells
transfected with pEF-1-SOX3+. Therefore, no cytotoxicity in cells transfected with the pEF-1-Empty
vector was shown (Figure 2A). Regarding apoptosis rate, flow cytometry revealed 56% of apoptotic
cells in the group transfected with pEF-1-SOX3+3 (Q2+Q3), while in non-transfected cells and
transfected with pEF-1-Empty vector controls presented 10% and 11%, respectively, of apoptotic

cells (Q2+Q3) (Figure 2B and 2C).

Expression of apoptotic genes in MDA-MD-231 cells expressing SOX3

MDA-MB-231 cells transfected with pEF1-SOX3+ demonstrated upregulation of pro-apoptotic
mRNA from CASP3 (3.26 fold change), CASP8 (2.24 fold change), CASP9 (18.5 fold change), and
BAX (4.11 fold change) genes; contrasting with a downregulation of antiapoptotic mRNA BCL2
(0.40 fold change), comparing to cells transfected with pEF 1-empty vector (p<0.005).

Quantitative real-time PCR showed SOX3 mRNA expression (17.5 fold change) in pEF1-SOX3+

transfected cells, in comparison with cells transfected with pEF1-empty vector (p<0.005).

SOX3 and Pro-Caspase-3 expression and immunolocalization in invasive ductal carcinoma
SOX3 expression in human mvasive ductal carcinoma (IDC) samples revealed 52% positive for
SOX3 expression (14 out of 27 cases). Therefore, in SOX3 positive cases, 72% (10/14) had
cytoplasmic staining and 28% (4/14) nuclear immunolocalization. The positive SOX3 IDC cases
showed a diffuse staining pattern, with granular characteristics and weak/moderate intensity, with an

average of 25% of stained cells (Figure 4A and 4B). Pro-Caspase-3 immunohistochemistry was
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evaluated in 14 IDC cases and revealed positive staining in 50% (7/14) cases. Pro-Caspase-3 positive
cells have a diffuse and granular staming pattern, with weak/moderate intensity, with an average of
50% of stained cells. 4 showed only cytoplasmic staining within the seven positive cases. In contrast,
the other 3 had both cytoplasmic and nuclear immunolocalization (Figure 4C and 4D). Nonetheless,
no evidence of a correlation between SOX3 and Pro-Caspase-3 was found, requiring a more

significant number of samples to perform this correlation.

DISCUSSION

A significant role is emerging that links the SOX transcription factor family to human cancer
initiation, promotion, and progression. SOX proteins are linked to oncogenic and tumor-suppressive
outcomes depending on tumor tissue localization, histopathological grade, and molecular subtype
[7]. Overall, in most studies, SOX genes behave as oncogenes in many human cancers, and SOX3
protein exhibits oncogenic potential in different cancer types [8—11].

The expression and function of SOX3 in different tumors have already been described. The behavior
as an oncogene in ovarian tumors was described by Yan and collaborators in 2016 [9]. As well as
elevated expression of SOX3 in hepatocellular carcinomas is related to advanced stages of the tumor
and low differentiation, being a factor for patients’ poor prognosis [15]. In addition, upregulated
SOX3 in glioblastomas is linked to increased proliferation, cell viability, migration, and invasion
[16].

In breast cancers, the expression of different members of the SOX family has been described [17-
23]. Nevertheless, the present data 1s the first to search for SOX3 in breast cancer. SOX1 is one of
the SOX family members exhibiting a tumor suppressor potential in breast cancer, inhibiting
proliferation, invasion, and apoptosis. Interestingly, SOXI1 is downregulated in breast cancer tissues
and cells [17]. In contrast, SOX2 expression is correlated with high-grade malignancy tumors, more

invasive, promoting proliferation, angiogenesis, and metastasis [18,19]. In addition, SOX4
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overexpression in clinical specimens of human breast invasive ductal carcinoma is correlated with
triple-negative molecular subtype and acts in mesenchymal epithelium transition, enhancing cell
migration and invasion [20,21]. Finally, SOX11 has also been described as a transcription factor
involved in breast cancer progression, regulating proliferation, migration, and invasion [22,23].
SOX3 protein was found to be overexpressed in a breast cancer cell line derived from a Luminal A
molecular subtype (MCF-7) associated with a better prognosis [12]. The present study confirmed
SOX3 protein expression m the MCF-7 cells line. Therefore, SOX3 protein was mnterestingly found
mainly in the cytoplasm and low nuclear localization (Figure 1C). However, SOX3 acts as a
transcription factor on cellular nuclei, and mutation on SOX3 nuclear localization sequence in MCF-
7 cell line and breast carcinoma SOX3 positive should be investigated.

MDA-MB-231 is a breast cancer cell line derived from a triple-negative subtype that usually has a
poor prognosis. In contrast to MCF-7, the MDA-MB-231 cell line has no detectable SOX3 mRNA
expression (Figure 1E). The fact that MD A-MB-231 does not express SOX3 turned the cell line into
an experimental model suitable for SOX3 expression and investigation. Similarly, previous studies
of Acloque and collaborators (2011) indicated no SOX3 mRNA expression in the MDA-MB-231
cell line. Hence, the absence of SOX3 expression in an aggressive breast cancer subtype may imply a
potential tumor suppressor role of SOX3 in breast cancer [12-14].

Moreover, after MDA-MB-231 cells transfection with a pEF1-SOX3+ expression vector, it was
observed an increase of apoptosis rate (56%) (Figure 2) and the upregulation of pro-apoptotic
CASP3, CASPS, CASPY, and BAX mRNA expression, in contrast with downregulation of
antiapoptotic BCL2 mRNA expression (Figure 3 and Figure 5). These data remforce the role of the
SOX3 transcription factor in regulating apoptosis in breast cancer cell line MDA-MB-231.

By the first time is being reported SOX3 protein expression in human breast IDC paraffin-embedded
tissues samples. We investigated the immunoreactivity of SOX3 protein in 27 IDC cases. The

positive cases for Pro-caspase-3 were negative for SOX3. The weak staining pattern, with a
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significant cytoplasmic localization (Figure 4A and 4B), and a low score (average of 25%), may be
related to the cell’s aggressiveness behavior, showing downregulation of SOX3 with resistance to
apoptosis phenotype. However, it is necessary to increase the sample size (number of cases) in future
studies for a better correlation.

Present results indicate the SOX3 involvement in apoptosis regulation in vitro, using human breast
cancer cell line, and the importance of understanding its role in the apoptosis, and its direct or

mdirect action triggering apoptotic molecular pathways in human breast carcmoma (Figure 5).

CONCLUSION
SOX3 transcription factor protein induces apoptosis in the human breast cancer cell line. Further
studies are necessary to understand its action in triggering apoptosis and may involve modeling and

dynamics, using functional in vitro, in vive, and in silico studies.

MATERIAL AND METHODS

Human SOX3 cloning and amplification

Protein coding regions of the SOX3 gene were subcloned into the expression vector pEF 1/Myc-His
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). SOX3 sequence was amplified from human DNA (Thermo -
MHS6278-202857278) by polymerase chain reaction (PCR) using the following right primer: 5°-
AAAGAATTCTCCGATGTGGGTCAGCGGCA 37, and left primer: 5°-
ATAGGATCCGGAATGCGACCTGTTCGAGAGA-3’; at 59.8°C for PCR annealing temperature;
utilizing Phusion Hot-Start I enzyme (Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA) for amplification.
Restriction enzymes BamHI and EcoRI were used for cloning in pEF-1 vector frame A. The vector
was recircularized with T4 ligase after that, and SOX3 construct was sequence confirmed by BigDye

Sanger sequencing on ABI 3130x] genetic analyzer (Applied Biosystems).
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Cell culture and transfection

Human breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) were cultured on 100
mm plates (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brazil) to approximately 80-90% confluence, in
Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM) (Gibco) supplemented with 0,1% Antibiotic-
Antimycotic (Gibco-Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA) HEPES and 10% fetal bovine serum
(Gibco- Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA). Cells were incubated in a humidified atmosphere at
37°C and 5% COsz.

1.0 x 10°cells were then seeded into 24 wells plates (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brazil) and
incubated overnight. Before transfection, culture media was removed, and cells were washed once
with sterile phosphate-buffered saline (PBS). Fresh DMEM was added, and cells were incubated for
three hours. Each well was transiently transfected either with 500 ng pEF-1-SOX3 expression vector
or pEF-1 empty vector, using Lipofectamine 3000 reagent according to the protocol provided by the
manufacturer (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). A negative control (with no transfection) was
run in parallel. To estimate the percentage of MDA-MB-231 cells successfully transfected by
following Lipofectamine 3000 reagent protocol, a reporter gene GFP in pGL-3 vector was used to
optimize transfection conditions.

After four hours, complexes were removed, and a complete fresh medium was introduced to the
wells. After 24 h, cells were processed for cell viability, flow cytometry, RNA isolation, and
mmunocytochemistry. All experimental runs were completed in triplicate, and at least three separate

experiments were conducted.

Immunofluorescence
MDA-MB-231 cells transfected with pEF-1-SOX3 vector and MCF-7 cells that constitutively
express SOX3 protein were both cultured in 24 wells plates for immunofluorescence assay. After 24

h mcubation, the medium was removed, and cells were washed twice with PBS contamning 0.9 mM
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CaCl2 and 0.5 mM MgCI2 (PBS+/+). Cells were then fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min at
room temperature onto coverslips, washed three times with PBS+/+, and then permeabilized for
three minutes with PBS containing 2% bovine serun albumin (BSA) and 0.1% Triton X.

Cells were incubated for 30 minutes with PBS containing 2% bovine serum albumin (BSA) and then
washed three times to block endogenous peroxidase. Primary polyclonal goat anti-human SOX3
antibody (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) was diluted to 5 pg/mL in PBS/BSA
2% and pipetted onto cells, which were placed i a humid chamber for three hours at room
temperature. Cells were then washed with PBS and incubated for one hour at room temperature with
donkey anti-goat Alexa Fluor 488 secondary fluorescent antibody (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) diluted eight pg/ml in PBS/BSA 2%. All preparations were stained with DAPI
for nuclei visualization. Lastly, coverslips were mounted on microscope glass slides using hydro
mount (National Diagnostics, Georgia, USA) and examined under fluorescence microscopy. Images

were acquired and analyzed with Zen software (ZEISS).

Cell viability assay

Cell viability was monitored using 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) (Sigma, San Luis, Missouri, USA). The cells were seeded in a 96-well plate (Kasvi, Sdo José
dos Pinhais, PR, Brazil) at a density of 8x10° for 24h. Twenty-four hours after transfection protocol,
the medium was discarded, and 100 pL MTT (2,5 mg/ mL) was added to each well and incubated at
37°C for 4 h. Subsequently, the precipitate dissolving in 100 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO).
Absorbance was measured at 570 nm under a microplate spectrophotometer. The data represented
the mean plus standard error of three trials conducted in triplicates, with pEF-1 SOX3 effector

construct, pEF-1 empty construct, and non-transfected cells as a negative control.

Apoptosis assessment by flow cytometry
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The extent of apoptosis was classified as viable, early, and late apoptotic cells, as described in
previous studies [24,25] Briefly, negative control cells and cells transfected with pEF-1 SOX3 or
pEF-1 empty vector incubated for 24 h at 37 °C in 5% CO2 atmosphere were washed with PBS and
then resuspended in Annexin-V Binding Buffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM, NaCl, 2.5
mM CaCl2). Cells were then double-stained with Annexin-V FITC PI buffer and incubated at room
temperature for 15 min, protected from light. Following incubation, cells from all test groups were
mtroduced to the FACSCanto II flow cytometer (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) for
apoptosis rate assessment. Apoptotic cells were detected 24 h post-transfection and quantified using

FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD PharmingenTM, Franklin Lakes, NJ, USA).

Flow cytometry data analysis

Flow cytometry data files were analyzed using FlowJo 7.5.5 software (TreeStar Inc, CA, USA). Dot
plots were gated to select the cell population and filtered for the expression of annexin V and
propidium iodide (PI), using two different fluorochromes. Limits for the quadrant markers were set
based on negative populations and isotype controls. PI-positive cells were plotted in quadrant 1 (Q1),
PI-annexin V positive cells in quadrant 2 (Q2), and annexin V positive cells in quadrant 3 (Q3). The
live cell was shown in quadrant 4 (Q4). The sum of quadrant regions Q1, Q2, and Q3 represented the
total frequency of early and late apoptotic and dead cells, whereas Q3 mdicated cells in the early
apoptotic stage. The data represented the mean plus standard error of three trials conducted in
triplicates, with pEF-1 SOX3 effector construct, pEF-1 empty construct, and non-transfected cells as

a negative control.

RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR

Total RNA was isolated from cells 24 h post-transfection using 1 mL of Trizol® reagent according

to the protocol provided by the manufacturer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). First-strand
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complementary DNA (cDNA) was synthesized from 1 pg of RNA treated with DNAse I (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), following the SuperSecript ITI reverse transcriptase Kit (Invitrogen)
manufacturer’s protocol, using random hexamer primers.

Duplicate samples were applied in 96 wells plates (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate
with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) at a final reaction volume of 10 pL
each, using Sybr® Green Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Real-
time PCR thermal cyclmg conditions were as follows: [1] one cycle of 50°C/2 min; [2] one cycle at
95°C/10 min; [3] 40 cycles of 95°C/15s, followed by melting curve from 60°C, for amplicon
specificity analysis. The primers used m PCR and qPCR amplification for BAX, BCL-2, Caspase-3,

Caspase-8, Caspase-9, SOX3, 526, and GAPDH, are listed in Table 1.

Real-time qPCR data analysis

Data were accessed by comparative CT method ([CT target gene mean] — [CT endogenous control
mean])), as the endogenous control was used to normalize target gene expression and generate ACT.
The AACT (ACT sample - ACT of the calibrator) was calculated, and the 2-*2¢T formula was applied

to obtain relative expression levels of each target gene, expressed as fold-change [26].

Patients and tissue sample

Paraffin-embedded tissues samples from 27 patients with breast invasive ductal carcinoma (IDC)
were obtained at the Pathologic Anatomy Department at the Federal University of Mato Grosso do
Sul (UFMS), Brazil. Informed consent was obtained from all the subjects before inclusion in the
study, which was approved by the local Human Investigation Committee (CAAE

20636419.2.0000.0021).

Immunohistochemistry
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Sections from 27 tissue samples of human invasive ductal carcinoma (IDC) from paraffin-embedded
specimens were cut at 4-um, mounted on gelatinized slides, deparaffinized, and rehydrated through
graded concentrations of ethanol. Immunohistochemical staining was performed according to the
peroxidase reaction method, using a polymerized secondary antibody or an avidin-biotin-peroxidase
method for identification (Novolink Polymer Detection System; Leica Biosystems, Newcastle upon
Tyne, UK or Kit ABC - Vector Laboratories, San Francisco Bay Area, CA, USA). For antigen
retrieval, sections were mcubated for 20 min in Target Retrieval Solution Citrate pH 6.0 (Dako
Cytomation, Glostrup, Denmark) in a pressurized humid heat at 134 °C or 20 min in a water bath at
98 °C and cooled at room temperature. To block endogenous peroxidases, slides were incubated
three times for 5 min each in a 3% H202 solution in methyl alcohol. To block endogenous proteins,
slides were incubated for 15 min with Protein Block Solution (Protein Block Serum-Free Ready-to-
use; Dako North America, Via Real Carpinteria, CA, USA) or one hour with 8% dry milk diluted in
distilled water (Molico®, Nestle). The sections were counterstained with hematoxylin. Table 2 lists
the manufacturers, clones, dilutions, protein blocks, and secondary antibody information for
antibodies used. The primary antibody incubation step was omitted for the negative control and
replaced by incubation with the antibody diluent (Antibody Diluent with Background Reducing
Components; Dako North America; Via Real Carpinteria, CA, USA). SOX3 and Pro-caspase-3
analysis was performed by identifying cytoplasmatic and nuclear staming. All analyses were
performed by light microscopy at 400X magnification. Images were captured using an Olympus

BX 40 camera (Olympus Company, Shinjuku, Tokyo, Japan) and Spot Basic imaging software for
microscopy (Spot Imaging, Diagnostic Instruments, Inc.). Iinages were analyzed using Image]
(SciJava), and positive cells were manually counted using the ImageJ cell counter plug-in. The
counting was performed by a single observer out of 500 cells scattered in the samples with the
assistance of a grid. After counting, the marking average was performed, and cases with several

marked cells above the average were considered positive.
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Statistical analysis

Statistical data were analyzed using GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
and were presented as mean + standard deviation. One-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test was employed to evaluate the difference between individual groups. The criterion

of statistical significance was P < 0.05.
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Figure Legends:

Figure 1. Transfection efficiency in human breast adenocarcinoma cells (MDA-MB-231) with pGL3-
GFP vector for 24 hours (A) Bright-field images were captured 24 hours post-transfection. (B)
Fluorescence images, positive for GFP. (C) and (D) Immunocytochemistry and immunofluorescence
assay to detect SOX3 protein in MCF-7 and MDA-MB-231 transfected with pEF1-SOX3 vector.
Nuclei stamed in blue with 4 0 ,6-diamudino-2-phenylindole (DAPI), and SOX3-positive cells were
marked green. (E) Gel-based RT-PCR for SOX3 mRNA detection in cells transfected with pEF1-
SOX3, cells transfected with pEF1-empty vector, and control cells with no transfection, demonstrating
that SOX3 genes were readily delivered into MDA-MB-231 and transcribed. The gene encoding the
human ribosomal protein S26 was used as a reference gene. Three pl of the amplification reaction were
applied and visualized by silver-stained 8% polyacrylamide gel after electrophoresis at 100V/50 min.
SOX3 specific amplicon of 126 bp is visualized only on cells transfected with pEF1-SOX3 (well 6),
and the S26 75 bp reference gene is shown for each sample (wells 2-5). Ladder: 50 bp DNA ladder
(0.3pg); 2 and 8: Control cells with no transfection; 3 and 6: MDA cells transfected with pEF1-SOX3;

4 and 7: MDA cells transfected with pEF1-empty vector;5 and 9: NTC- No RT template control.

Figure 2. Cell viability (MTT) and Apoptosis rate (Annexin V-Pi-FITC Flowcytometry):
Apoptosis analysis after 24 hours of transfection with pEF1-SOX3+ vector in MDA-MB-231 cells.
(A) QI shows cells in a late stage of death (positive only for PI); Q2 shows cells in a late stage of
apoptosis (positive for PI and Annexm V-FITC); Q3 shows cells in an early stage of apoptosis (positive
only for Annexin V-FITC); Q4 shows viable cells. (B) The total average (early + late) apoptosis rate
of control cells was 10,0%. The total average (early + late) apoptosis rate of pEF1-SOX3+ transfected
cells was 56%, and the total (early + late) apoptosis rate of pEF1-empty vector-transfected cells was

11%. The results represented the average of three mdependent experiments (mean + standard error of

10

121



479
4§0
4
481
432
8

]
483
11
184
T:3

485

16
436
18
37
21
488
489
25
26
490

4

28
291
30

i

33
393
35

a
38
495
40

26
43
497
45

468
47

4o

50

500
52

301

55
562
57
58

60
6l

63
64
65

the mean). ***p<0.0001, as compared of pEF1-SOX3+ transfected cells to pEF1-empty vector and

control cells non-transfected.

Figure 3. Quantitative PCR — Gene expression: mRNA expression in MDA-MB-23 1cells: with no
transfection (control); transfected with pEF1-empty vector and transfected with pEF1-SOX3+. (A)
SOX3 (B) Caspase-8, (C) Caspase-3, (D) Caspase-9, (E) Bax, and (F) Bcl-2. Real-time qPCR was
expressed as DCt, which 1s the cycle threshold (Ct) of the target gene minus the reference gene,
GAPDH. The relative gene expression was calculated as fold change using the formula 2-°¢, where
DCt of the transfected group minus the DCt of the control group. The real-time PCR results
demonstrated higher mRNA expression of Caspase-3 (3.26 fold change), Caspase-8 (2.24 fold
change), Caspase-9 (18.5 fold change), and BAX (4.11 fold change), and lower mRNA expression of
Bcl-2 (0.40 fold change) compared to untransfected control and empty vector-transfected cells,

respectively, p<0.005.

Figure 4. SOX3 and Pro-Caspase-3 immunohistochemistry in human invasive ductal carcinoma
(IDC): SOX3 expression in human invasive ductal carcinoma (IDC) samples revealed 52% positive
cases for SOX3 expression (14 out of 27 cases). Therefore, mn SOX3 positive cases, 72% (10/14) had
cytoplasmic staining and 28% (4/14) nuclear immunolocalization. (A) Cytoplasmic immunostaining
for SOX3. (B) Nuclear immunostaining for SOX3. (C) Cytoplasmic immunostaining for Pro-Caspase-
3. (D) Cytoplasmic and nuclear immunostaining for Pro-Caspase-3. Scale bar = 50 pm. Yellow arrows:

nuclear immunostaining. Red arrowheads: cytoplasmic immunostaining.

Figure 5. MDA-MB-231 cells transfected with the pEF1-SOX3+ expression vector. The

upregulation of pro-apoptotic CASP3, CASP8, CASP9, and BAX mRNA expression, in contrast with
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503  downregulation of antiapoptotic BCL.2 mRNA expression, reinforce the role of the SOX3 transcription

5@4 factor in regulating apoptosis in breast cancer cell line MDA-MB-231.
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Table 1 - Primer for PCR and real-time PCR

124

Fragment GenBank Acession

Primers Nucleotide sequence (nt) size number
526
Forward 5- TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG -3’ 75 NM._001029.3
Reverse 5- CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA -3°
BAXHs
Forward 5- TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC - 3° 80 NM_138765.3
Reverse 5- TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT - 3°
Bcl-2Hs
Forward 5- ATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGG -3° 90 NM_000657
Reverse 5- TGTGCTTTGCATTICTTGGACGAGG -3”
Casp9Hs
Forward 5’- GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT -3’ 129 NM._001229.5
Reverse 5’- CAACGTACCAGGAGCCACTCIT -3’
GAPDH
Forward 5= TGGGTGTGAACCATGAGAAG -3° 125 NM._001289746.1
Reverse 5- GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3°
Casp3Hs
Forward 5’- GTAGATGGITTGAGCCTGAG -3’ 106 NM_032991.2
Reverse 5’- CCAGTGCGTATGGAGAAATG -3°
SOX3Hs
Forward 5’- GTTGGGACGCCTTGTTTA -3° 126 NM_005634.2
Reverse 5- TCGCTGCTCCTGACTTAT -3°
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%mibody Manufacturer Clone Dilution  Antigen retrieval Protein blocking

6
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Secondary antibody

=]
PByo-Caspase-3 Neomarkers RB-1197-P  1:400 Citrate buffer + WB 8% dry milk powder
10
11
12
|OX3 Tnvitrogen Polyclonal 1:50 Citrate buffer + PH Dako
14
15
16

Novolink
Anti-Goat - IgG (Kit

ABC)

317  WB — Water bath (98°C)
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2 Fragment  GenBank Acession
3 Primers Nucleotide sequence (nf) size number
4 526
5 Forward 5- TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG -3’ 75 NM_001029.3
‘ Reverse 5°- CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA -3’
6
BAXHs
7 Forward 5- TCTACTTTGCCAGCAAACTGGTGC - 3° 80 NM_138765.3
Reverse 5- TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT - 3°
Bcl-2Hs
Forward 5- ATTTCCTGCATCTCATGCCAAGGG -3° 90 NM_000657
Reverse 5- TGTGCTTTGCATTCTTGGACGAGG -3’
Casp9Hs
Forward 5’- GTTTGAGGACCTTCGACCAGCT -3° 129 NM_001229.5
Reverse 5’- CAACGTACCAGGAGCCACTCTT -3’
GAPDH
Forward 5’- TGGGTGTGAACCATGAGAAG -3° 125 NM_001289746.1
Reverse 5’- GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3’
Casp3Hs
Forward 5’- GTAGATGGTTTGAGCCTGAG -3’ 106 NM_032991.2
Reverse 5’- CCAGTGCGTATGGAGAAATG -3’
SOX3Hs
Forward 5’- GTTGGGACGCCTTGTTTA -3’ 126 NM_005634.2
Reverse 5- TCGCTGCTCCTGACTTAT -3°
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Table 2: THC protocol for Pro-Caspase-3 and SOX3 antibodies

Antibody Manufacturer Clone Dilution  Antigen retrieval Protein blocking Secondary antibody
Pro-Caspase-3 Neomarkers RB-1197-P  1:400 Citrate buffer + WB 8% dry milk powder  Novolink

Anti-Goat - IgG (Kit
S0X3 Invitrogen Polyclonal 1:50 Citrate buffer + PH Dako ABC)

WB — Water bath (98°C)

PH — Pressurized humid heat (134°C)
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Transcription factors proteins play essential roles in regulating cellular
events in breast cancer that mediate or contribute to tumorigenesis.
Embryonic transcription factors, such as SOX proteins, are key players
regulating the balance between Epithelial-mesenchymal transition (EMT)
and the reverse mesenchymal-epithelial transition (MET), both involved
in breast cancer plasticity. In breast cancer, SOX proteins function both
as oncogenes and tumor suppressors, depending on each SOX protein
involved and in which tissue and cell line its acting. We investigated
SOX3 protein regulation of EMT-MET phenotype in the MDA-MB-231 cell
line. Breast cancer cell line MDA-MD-231 transfected with pEF1-SOX3+
and pEF1-Empty vector followed by qPCR for EMT-related gene
expression. MDA-MB-231 transfected with pEF1-SOX3+ presented
upregulation of mRNA from ECAD gene, contrasting with downregulation
mRNA from NCAD, SNAIL, ZEB1 and ZEB2, compared to non-transfected
cells and cells transfected with pEF1-empty vector (p<0.005). SOX3
appears essential for maintaining an epithelial cells phenotype in breast
cancer and allowing cells that underwent EMT to transiently re-acquire
the epithelial phenotype. This present study revealed that transcription
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factors regulates EMT-MET in cancer cell phenotype may serve as
important targets for breast cancers therapy and markers. Hence,

additional studies are needed to understand SOX3 protein involvement
the EMT-MET phenomenon.
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38 ABSTRACT
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40  mediate or contribute to tumorigenesis. Embryonic transcription factors, such as SOX proteins, are
41  key players regulating the balance between Epithelial-mesenchymal transition (EMT) and the reverse
42 mesenchymal-epithelial transition (MET), both involved in breast cancer plasticity. In breast cancer,
43 SOX proteins function both as oncogenes and tumor suppressors, depending on each SOX protein
44 mvolved and in which tissue and cell line its acting. We investigated SOX3 protein regulation of EMT-
45  MET phenotype in the MDA-MB-231 cell line. Breast cancer cell line MDA-MD-231 transfected with
46  pEF1-SOX3+ and pEF1-Empty vector followed by qPCR for EMT-related gene expression. MDA-
47  MB-231 ftransfected with pEF1-SOX3+ presented upregulation of mRNA from ECAD gene,
48  contrasting with downregulation mRNA from NCAD, SNAIL, ZEB1 and ZEB2, compared to non-
49  transfected cells and cells transfected with pEF 1-empty vector (p<0.005). SOX3 appears essential for
50  maintaining an epithelial cells phenotype in breast cancer and allowing cells that underwent EMT to

136



60

61

62

63

64

66

67

68

69

70

71

72

73

74

137

Cell Biology International Page4of 17

transiently re-acquire the epithelial phenotype. This present study revealed that transcription factors
regulates EMT-MET in cancer cell phenotype may serve as important targets for breast cancers therapy
and markers. Hence, additional studies are needed to understand SOX3 protein involvement the EMT-
MET phenomenon.

Keywords: SOX3, Breast Cancer, EMT, MET, MDA-MB-231

1. Introduction
Cells have plasticity, related to the ability to adapt physiologically. These changes that occur at the
cellular level can be irreversible or reversible. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) has become
an important factor in tumor development and its biological characteristics, where epithelial cells
become mesenchymal cells acquiring a more resistant profile (Lamouille, Xu, & Derynck, 2014).
The quest to understand the mechanisms involved in EMT led to the understanding that different
signaling factors are responsible for triggering the stimulation of this event, being the expression of
transcription factors, microRNAs, genetic and epigenetic regulators. All these factors promote
significant genotypic and phenotypic changes, at the cellular level, favoring processes of loss of
adhesion, migration, invasion, and resistance to death by apotosis (Foroni, Broggini, Generali, &
Damia, 2012; Karamanou, Franchi, Vynios, & Brézillon, 2020). As epithelial cells pass through the
EMT process, some markers such as E-Cadherin, desmoplakin, and cytokeratin are downregulated.
In contrast, mesenchymal cell markers such as N-Cadherin, fibronectin, and vimentin are
upregulated (Diepenbruck & Christofori, 2016).
In some situations, the EMT 1is reversible, the mesenchymal-epithelial transition (MET) 1s observed.
This mechanism is a way for the metastatic sites to assume the epithelial profile again. The cells that
underwent the transition are reprogrammed, favoring the development of metastasis and survival of

these cells that have migrated (Lima, Nofech-Mozes, Bayani, & Bartlett, 2016).
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75  In breast cancer, EMT is an essential mechanism in acquiring invasive and metastatic capacity, with
76 cells acquiring the ability to move freely, surpassing the surrounding extracellular matrix, invading
77  adjacent tissues, and establishing secondary sites (Lima et al., 2016). Understanding the role and
78  importance of EMT in breast cancer has been the focus of study by many research groups. We have
79  transcription factors among the numerous mediators that induce and favor EMT. It is already
80  described in the literature that different transcription factors have as their primary focus the
81  repression of CDHI (E-cadherin) expression. As leading examples, the zinc-finger proteins (SNAIL),
82  Zebl(ZEBI1) and Zeb2 (ZEB2) stand out, both acting directly in the repression of CDHI1 expression,
83  binding to promoter regions (Drasin, Robin, & Ford, 2011; Hajra, Chen, & Fearon, 2002; Liang,
84  Song, Xu, Li, & Liu, 2018).
85  Transcription factor SOX (SOX) family proteins contain a highly conserved high-mobility group
86 (HMG) domain that regulates their DN A binding capacity. Proteins of the SOX family act as
87  regulators of important genes, and the action may be repression or activation of expression (Dong,
88  Wilhelm, & Koopman, 2004; Grimm et al., 2020).
89  The SOX family has some members involved in the EMT induction process. Within this family, the
90  Sex-determining region Y-box 3 (SOX3) represents an important member, a key factor in pituitary
91 and testicular development. Studies show that SOX3 favors invasion and proliferation in some
92  tumors, such as osteosarcomas and ovarian cancer, and its expression is related to an oncogene (Guo,
93  Yin, Tang, & Yu, 2018; Li, Wang, Jiang, Zou, & Guo, 2013; Yan, Wang, Miao, & Wu, 2016). Itis
94  already described in the literature that SOX4 promotes the epithelial-mesenchymal transition, both in
95  normal cells and in breast epithelial tumor cells, being observed in vivo the induction of growth and
96  metastasis formation (Parvani & Schiemann, 2013; Tiwari et al., 2013). On the other hand, SOX3
97  overexpression was determined as a promoter of EMT in osteosarcoma tissues, favoring all cellular
98  signs of resistance, such as migration and invasion (Qiu et al., 2017). However, the expression of
99  SOX3 in breast cancer and its relationship with EMT is not yet described in the literature. They are
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making 1t important to deepen the studies in this relationship, being able to elucidate the mechanisms
involved and their importance in the development of breast cancer.

This present study investigated the effects of SOX3 expression in triple-negative breast cancer
MDA-MB-231 cell line through transient transfection of the pEF-1-human SOX3 expression vector

to determine SOX3 involvement in EMT process.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1  Human SOX3 cloning and amplification

Protein coding regions of the SOX3 gene were subcloned into the expression vector pEF 1/Myc-His
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). SOX3 sequence was amplified from human DNA (Thermo -
MHS6278-202857278) by polymerase chain reaction (PCR) using the following right primer: 5°-
AAAGAATTCTCCGATGTGGGTCAGCGGCA —3°, and left primer: 5°-
ATAGGATCCGGAATGCGACCTGTTCGAGAGA-3’; at 59.8°C for PCR annealing temperature;
utilizing Phusion Hot-Start I enzyme (Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA) for amplification.
Restriction enzymes BamHI and EcoRI were used for cloning in pEF-1 vector frame A. The vector
was recircularized with T4 ligase after that, and SOX3 construct was sequence confirmed by BigDye

Sanger sequencing on ABI 3130xl genetic analyzer (Applied Biosystems).

2.2 Cell culture and transfection

Human breast adenocarcinoma cell line MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) were cultured in
Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM) (Gibco) supplemented with 0,1% Antibiotic-
Antimycotic (Gibco-Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA) HEPES and 10% fetal bovine serum
(Gibco- Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA). 1.0 x 10°cells were then seeded into six well plates

(Kasvi, Sdo José dos Pinhais, PR, Brazil) and incubated in a humidified atmosphere at 37°C and 5%.
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125  In experiments, cells were in the logarithmic growth phase with 70-80% confluence. Before
126  initiating transfection, the culture medium was removed, and the wells were washed with sterile
127  phosphate-buffered saline (PBS). DMEM supplemented with BSF, and fresh antibiotic was added,
128  and the cells were incubated for three hours. Each well was transfected with 500 ng of pEF-1-SOX3
129  expression vector or pEF-1 empty vector, using Lipofectamine 3000 reagent according to the
130  protocol provided by the manufacturer (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). In parallel, a negative
131  control (no transfection) was performed. To estumate the percentage of MDA-MB-231 cells
132 successfully transfected following the Lipofectamine 3000 reagent protocol, a GFP reporter gene in
133 the pGL-3 vector was used to optimize the transfection conditions.
134 The complexes were removed after four hours of incubation, and DMEM supplemented with 5%
135  BSF and 1% antibiotic was added to the wells. After 24 h, cells were processed for cell viability
136 protocol and RNA isolation. All experimental runs were completed in triplicate and at least three
137  separate experiments were performed.
138
139 23 Cell viability assay
140  Cell viability was monitored using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT)
141  bromide (Sigma, San Luis, Missouri, USA). Cells were seeded in a 96-well plate (Kasvi, Sdo José
142 dos Pinhais, PR, Brazil) at a density of 8x10? for 24h, enough time to reach 70-80% confluence. The
143 cells went through the transfection protocol, and after 24 hours, the medium was aspirated, and 100
144  pL of MTT (2.5 mg/mL) was added to each well and incubated at 37°C for 4 h protected from light.
145  Subsequently, the solution containing the MTT was aspirated and the precipitate dissolved in 100 pL
146  of dimethylsulfoxide (DMSO). Absorbance was measured at 570 nm under a microplate
147  spectrophotometer. Data represented the mean plus standard error of three assays performed in
148  triplicate, with effector construct pEF-1 SOX3, empty construct pEF-1, and untransfected cells as a
149  negative control.
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24 RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR

After 24h of the transfection protocol, total RNA was isolated using 1 mL of Trizol® reagent
according to the protocol provided by the manufacturer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Complementary first-strand DNA (cDNA) was synthesized from 1 pg of RNA treated with DNAse I
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), following the protocol of the manufacturer of the SuperScript III
reverse transcriptase kit (Invitrogen), using primers random hexamers. Samples were pipetted into
96-well plates with duplicates for each condition (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate
with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) in a final reaction volume of 20
uL each, using Sybr® Green Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).
The real-time PCR thermal cycling conditions were as follows: [1] a 50°C/2 min cycle; [2] one cycle
at 95°C/10 min; [3] 40 cycles of 95°C/15s, followed by melting curve from 57°C, for analysis of
amplicon specificity. The primers used in PCR and qPCR amplification for ECAD, NCAD, SNAITL,

ZEB1, ZEB2, SOX3 and GAPDH are listed in Table 1.

2.5 Real-time qPCR data analysis

Data were accessed by comparative CT method ([CT target gene mean] — [CT endogenous control
mean]), as the endogenous control was used to normalize target gene expression and generate ACT.
The AACT (ACT sample - ACT of the calibrator) was calculated, and the 2-24€T formula was applied
to obtain relative expression levels of each target gene, expressed as fold-change (Livak &

Schmittgen, 2001).

2.6  Statistical analysis
Statistical data were analyzed usmg GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)

and were presented as mean + standard deviation. One-way ANOVA with Tukey’s multiple
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175  comparisons test was employed to evaluate the difference between individual groups. The criterion
176  of statistical significance was P < 0.05.
177
178 3. RESULTS
179
180 3.1 Transfection and expression of pEF1-SOX3+ and its function with cell viability
181  After the transfection pEF1-SOX3+ in MDA-MB-231 cells, SOX3 gene and protein expression was
182  observed, showing the effectiveness of the protocol. Important morphological alterations were
183  observed in the transfected group, such as a reduction in the number of cells, cell rounding and
184  alterations in the cell membrane (blebs), indicative of cell death (Figure 1A). Regarding cell viability
185  was indicated by cytotoxicity assay (MTT). In the group transfected with pEF1-SOX3+, a significant
186  increase in the decrease of viable cells was observed. In the group transfected with pEF-1-Empty
187  wvector, an increase in cytotoxicity was not observed, maintaining cell viability compatible with the
188  control group (Figure 1B). This result indicates that the transfection protocol does not reduce cell
189  wiability and, therefore, is not cytotoxic, and the viability reduction is related to the expression of
190 SOX3.
191
192 3.2  Expression of EMT genes in MDA-MD-231 cells expressing SOX3
193  MDA-MB-231 cells transfected with pEF1-SOX3+ demonstrated upregulation of mRNA from
194 ECAD (27.01 fold change) gene; contrasting with downregulation of mRNA from NCAD (0.06 fold
195  change), SNAIL (0.18 fold change), ZEB1 (0.15 fold change), and ZEB2 (0.11 fold change),
196 comparing to cells transfected with pEF 1-empty vector (p<0.005). Quantitative real-time PCR
197  showed SOX3 mRNA expression (17.51 fold change) in pEF1-SOX3+ transfected cells, in
198  comparison with cells transfected with pEF 1-empty vector (p<0.005) (Figure 2).
199
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4. DISCUSSION
Several studies have shown that SOX3 is upregulated in different tumors, acting on tumor
progression, inducing proliferation, invasion, and metastasis, leading to a worse prognosis. Although
this oncogenic role is well defined in osteosarcomas, ovarian cancer, hepatocellular carcinoma and
esophageal squamous cell carcinoma, the role of SOX3 in breast cancer is poorly explored (Guo et
al., 2018; Li et al., 2013; Marjanovic Vicentic et al., 2019; Yan et al., 2016).
MDA-MB-231 1s a breast cancer cell line derived from a triple negative subtype, which confers a
poor prognosis. Because it does not express SOX3, this breast cancer cell line, it became an ideal
model for the study (Acloque et al., 2011a). After the vector transfection protocol, SOX3 gene and
protein expression was found, and this expression reduced cell viability and modulated the
expression of important EMT-related genes.
The results of the present study revealed that inducing SOX3 protein expression in the triple-
negative breast cancer MDA-MB-231 cell line, is followed by a reduction in NCAD expression, an
important mesenchymal marker, which favors EMT (Figure 3). Other transcription factors that are
important in EMT induction also had their expression rates reduced, including SNATL, ZEB1 and
ZEB2. High levels of SOX3 have been previously described as an important factor in inhibiting
EMT, acting together with the low expression of SNAIL in the breast cancer cell line, MCF-7
(Acloque et al., 2011b). These results corroborate those found in this work, and the tumor cell
lineage MDA-MB-231, expressing SOX3 protein had altered the expression rates of transcription
factors related to the induction of EMT and, upregulating ECAD mRNA expression, a key factor in
blocking EMT (Figure 3). Present results indicate SOX3 regulation EMT in vitro, and this regulation
is related to a possible behavior of SOX3 as a transcriptional repressor of important genes related to

EMT induction, and further studies are important for understanding its role in this mechanism.
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225
226 5. CONCLUSION
227  The expression of SOX3 in the triple-negative breast cancer MDA-MB-231 cell line, was shown to
228  be favorable in maintaining the epithelial behavior of the cells and may also act in the
229  reestablishment of the cells that passed through the EMT, reacquiring the epithelial behavior. The
230  results indicate that the expression of SOX3 in the breast model increased the expression of ECAD
231  and reduced the expression of genes related to EMT induction, such as NCAD, ZEB1, ZEB2 and
232 SNAIL. This EMT-MET modulation behavior, caused by the expression of SOX3 in breast cancer
233 cells, may demonstrate a new path for the development of new therapeutic and diagnostic modalities.
234
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Figure Legends:

Figure 1. pEF1-SOX3+ on cell morphology and viability: (A) Morphological changes induced by
pEF1-SOX3+. Photomicrographs from phase-contrast microscopy of the MDA-MB-231 tumor cells.
After 24 hours of transfection protocol, cells showed cell volume reduction, cell rounding,
irregularities in the plasma membrane and formation of blebs and vacuoles (white arrows). Images
were acquired by the digital camera Nikon Coolpix 4500, coupled to the MO (100x and 200X
amplification). (B) Cytotoxic effect of pEF1-SOX3+ on MDA-MB-231 tumor cells. Cell survival was
measured by MTT. Results are presented as cell survival compared with the control group (untreated

cells), p < 0.005.

Figure 2. Quantitative PCR — Gene expression: mRNA expression in MDA-MB-23 1cells: with no
transfection (control); transfected with pEF1-empty vector and transfected with pEF1-SOX3+. (A)
SOX3 (B) ECAD, (C) NCAD, (D) SNAIL, (E) ZEBI, and (F) ZEB2. Real-time qPCR was expressed
as DCt, which is the cycle threshold (Ct) of the target gene minus the reference gene, GAPDH. The
relative gene expression was calculated as fold change using the formula 2-°¢, where DCt of the
transfected group minus the DCt of the control group. The real-time PCR results demonstrated higher
mRNA expression of ECAD (27.01 fold change), and lower mRNA expression of NCAD (0.06 fold
change), SNAIL (0.18 fold change), ZEB1 (0.15 fold change), and ZEB2 (0.11 fold change), compared

to untransfected control and empty vector-transfected cells, respectively, p<0.005.

Figure 3. Epithelial-mesenchymal and mesenchymal-epithelial transition phenotype in MDA-

MB-231 cells transfected with pEF-1/MycHis/SOX3+. SOX3 protemn expression in the triple-

negative breast cancer MDA-MB-231 cell line, is followed by a downregulation in NCAD expression,
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an important mesenchymal phenotype marker, and an upregulation of ECAD expression an important

epithelial phenotype marker.

Table 1 - Primer for PCR and real-time PCR

Fragment  GenBank Acession

Primers Nucleotide sequence (nt) size number
ECAD
Forward 5’- CCCTTCACAGCAGAACTAAC- 37 108 NM_001317185.1
Reverse 5’- CACCTCTAAGGCCATCTTTG - 3
NCAD
Forward 5’- GGACCGAGAATCACCAAATG -3 94 NM_ 001308176.1
Reverse 5- CGTTCCTGTTCCACTCATAG - 3°
ZEB1
Forward 5’- GGGAGGATGACAGAAAGGAA -3’ 100 NM_001323654.1
Reverse 5’- GCATCTGACTCGCATTCATC -3’
ZEB2
Forward 5°- CCATCTGATCCGCTCTTATC - 3° 125 NM_001171653.1
Reverse 5’- CCTGTGTCCACTACATTGTC - 3°
GAPDH
Forward 5- TGGGTGTGAACCATGAGAAG - ¥’ 125 NM_001289746.1
Reverse 5’- GAGTCCTTCCACGATACCAAAG -3’
SNAIL
Forward 5’- GCAGGACTCTAATCCAGAGTTTACC -3° 127 NM_005985.4
Reverse 5’- GACAGAGTCCCAGATGAGCATT -3°
SOX3Hs
Forward 5’- GTTGGGACGCCTTGTTTA -3° 126 NM_005634.2
Reverse 5’- TCGCTGCTCCTGACTTAT -3°

14
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Figure 2. Quantitative PCR — Gene expression: mRNA expression in MDA-MB-231cells: with no transfection
(control); transfected with pEF1-empty vector and transfected with pEF1-SOX3+. (A) SOX3 (B) ECAD, (C)
NCAD, (D) SNAIL, (E) ZEB1, and (F) ZEB2. Real-time qPCR was expressed as DCt, which is the cycle
threshold (Ct) of the target gene minus the reference gene, GAPDH. The relative gene expression was
calculated as fold change using the formula 2-DCt, where DCt of the transfected group minus the DCt of the
control group. The real-time PCR results demonstrated higher mRNA expression of ECAD (27.01 fold
change), and lower mRNA expression of NCAD (0.06 fold change), SNAIL (0.18 fold change), ZEB1 (0.15
fold change), and ZEB2 (0.11 fold change), compared to untransfected control and empty vector-transfected
cells, respectively, p<0.005.
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