MINISTERIO DA EDUCACAO %

Universidade Federal de Alfenas. UNIFAL-MG Unifal%

Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714. Alfenas/MG.  “rereeremnias
CEP 37130-000

Renato de Oliveira Horvath

Avaliacao da atividade antitumoral de analogos de
curcumina sobre células derivadas de cancer de mama

Alfenas/MG
2019



Renato de Oliveira Horvath

Avaliacdo da atividade antitumoral de analogos de
curcumina sobre células derivadas de cancer de mama

Tese elaborada como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de doutor do
Programa de P4s-graduacgdo em Biociéncias
Aplicadas & Saude da Universidade Federal
de Alfenas, Minas Gerais (UNIFAL- MG).
Area de concentracdo: Fisiopatologia.
Orientador: Prof. Dra. Marisa lonta; Co-
orientador: Dr. Valdemar Antonio Paffaro
Junior

Alfenas/MG
2019



Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas

Horvath, Renato de Oliveira.

H823a Avaliagdo da atividade antitumoral de analogos de curcumina sobre
células derivadas de cancer de mama / Renato de Oliveira Horvath --
Alfenas/MG, 2019.

134 f. :il. --

Orientador: Marisa Ionta.

Tese (Doutorado em Biociéncias Aplicadas a Satde) - Universidade
Federal de Alfenas, 2019.

Bibliografia.

1. Neoplasias da Mama. 2. Curcumina. 3. Apoptose. I. lonta, Marisa. 1I.
Titulo.
CDD-571.6

Ficha Catalografica elaborada por Fatima dos Reis Goiata
Bibliotecaria-Documentalista CRB6/425




Renato de Oliveira Horvath

Avaliacdo da atividade antitumoral de analogos de
curcumina sobre células derivadas de cancer de mama

Aprovada em: / /

Prof. Dra. Marisa lonta \

Instituicao: Assinatura: Ly

Prof. Dra. Jaqueline Carvalho de Oliveira

Instituicédo: Assinatura: ‘ocuuti~c C. o Qoo

Prof. Dra. Ana Claudia Chagas de Paula Ladvocat ,_

Instituicao: Assinatura:

Prof. Dra. Luciana Azevedo

Instituigao: Assinatura'\/@C;‘.@Q{\&!\Q@
\

Prof. Dra. Marta Miyazawa

Instituicéo: Assinatura: %VW\‘ )



UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS — UNIFAL-MG
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO 4
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOCIENCIAS APLICADAS A SAUDE wﬁ, f
i

2l
Py 12
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700. Alfenas MG. CEP 37130-001 Fone (0xx35)3701-9269 ag A:

Universidade Fedoral de Alfenas

MINISTERIO DA EDUCAGAO %
3. ‘?

ATA DA DEFESA DE TESE
As {4:0Q horas do dia 30 de __ Se kv de =X (4 foi realizada a

sessao de defesa publica da tese do discente Renato de Oliveira Horvath.

A apresentacao oral do trabalho “Avaliagdo da atividade antitumoral de analogos
da curcumina sobre células derivadas de cancer de mama”, teve duragédo de_.L h, <o .

De acordo com os requisitos legais, a comissdo examinadora designada para
proceder o exame foi presidida pela orientadora Profa. Dra. Marisa lonta UNIFAL- MG e
composta pelos professores: Profa. Dra. Jaqueline Carvalho de Oliveira UFPR, Profa. Dra.
Ana Claudia Chagas de Paula Ladvocat UFJF, Profa. Dra. Luciana Azevedo UNIFAL- MG
e Profa. Dra. Marta Miyazawa - UNIFAL- MG. A arguigéo teve duragéo total de _Li_h _‘_)O_
Em reunido secreta a Comissdo Examinadora fez a apreciagdo da tese e considerou o
candidato:

X) Aprovado ‘ﬁ ( ) Reprovado
Examinador 1: Profa. Dra. Marisa lonta buug

Examinador 2: : Profa. Dra. Jaqueline Cap(/alho é{eAOIiveira \ww C .o Qoo

Examinador 3: Profa. Dra. Ana Cléudia Chagas de/Raula Ladvocat

Examinador 4 Profa. Dra. Luciana Azevedo
Examinador 5: Profa. Dra. Marta Miyazawa déﬂ#},y\, g

Parecer final dos examinadores: (opcional)

Defesa de tese n°. homologada na reunido do Colegiado do Programa de
Pés-graduagéo em Biociéncias Aplicadas a Salde, realizada em / /

/ /

Coordenador do PPGB

Assinatura e carimbo




Dedico este trabalho as quatro mulheres da minha
vida: minha mae, pelo amor, esforco e dedicacéo,
minha madrinha, por todo exemplo que foi e por
acreditar em mim sempre, minha amada esposa,
forte, guerreira, carinhosa e dedicada e minha

avo, pela docura e alegria.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar agradeco a Deus pelo dom da vida, pela saude, pela justica,
por fazer de mim um instrumento da ciéncia e por manifestar-se em minha vida,

mesmo de maneira sutil, nos momentos que mais precisei;

Agradeco a minha mae, Maria Guiomar, que mesmo diante das dificuldades
gue a vida impds, educou os filhos sozinha, com trabalho duro, sorriso no rosto e muito
amor. Um verdadeiro exemplo de for¢a, garra e luta. Nada seria sem seu carinho de
mae,

Agradeco a minha segunda méae, Maria Sinira, por dedicar-se a mim como se
eu fosse seu filho, por acreditar que um dia eu estaria aqui, por investir na minha
educacao e formacdao profissional, por ser exemplo de mulher, professora, educadora,

mae, tia, filha e irma;

Agradeco a minha esposa, Camila, por me amar, cuidar de mim, por ser meu
porto seguro, por fazer da minha vida um jardim florido com flores roxas e lilas, pela
paciéncia, pelo carinho, pelo afeto e pela dedicacdo. Deus colocou em meu caminho

uma linda mulher;

Agradeco a minha avo, Salomé, pela docura, amor, carinho, alegria de viver e

por tudo que me ensinou. Do céu a senhora olha por todos nds, tenho certeza;

Agradeco as minhas outras méaes, Carminha, Fatima e aos meus verdadeiros
pais, Eden, Claiter e Anténio Carlos, ao meu irm&o Carlos de Oliveira Netto, aos meus
primos Carina, Claire e Ana Paula e ao meu padrinho Adriano, que sempre estiveram
do meu lado. Aprendi algo com cada um de vocés. Fui acolhido por vocés em algum
momento de minha vida. Contei com o apoio de vocés sempre que precisei. Familia é

iSSO;

Agradeco a minha orientadora, Dra. Marisa lonta, por ter sido muito mais que
uma simples orientadora. Vocé é o modelo de profissional que eu gostaria de ser,
digna, correta, competente, exemplar e, principalmente, ama o que faz. Sem o seu
apoio, eu nao teria trilhado metade do caminho que trilhei. Foi uma honra ser seu

orientando;



Agradeco ao meu coorientador, amigo e exemplo, Dr. Valdemar Antonio Paffaro
Junior e sua esposa, méezona e profissional de exceléncia, Dra. Andrea Mollica do
Amarante Paffaro, por tudo que fizeram por mim na Unifal. Vocés fizeram destes 7
anos de universidade anos felizes, de muito aprendizado e exemplos. Vocés torceram

por mim o tempo todo. Acreditaram em mim o tempo todo. Serei eternamente grato!

Ao meu amigo e compadre, Guilherme, por tudo que me ensinou, pelo tempo
gue dedicou a me ensinar o que sabe, por ser um exemplo de dedicacdo. Esta tese
de doutorado possui sua assinatura em cada experimento, resultado e linha escrita.
Minha amiga Helloana, pelo companheirismo, amizade, pelos 6timos momentos que
vivemos e por nos dar um enorme presente, o Bernardo! Somos honrados por

fazerem, os trés, parte indispenséavel de nossas vidas!

Aos meus amigos, Bruno Zavan e Evila, por todos os momentos que
compartilhamos! 7 anos foram pouco tempo para conviver com pessoas tao
maravilhosas! Vocés me apoiaram o tempo inteiro e sempre me incentivaram. Sé

posso agradecer a cada minuto compartilhado. Vocés fardo muita falta em minha vida.

Aos meus amigos, Fernando, Juliana, Alexandre, Fabiana e Henrique, pela
amizade, pelos 6timos momentos, por acreditarem em mim o tempo todo. Obrigado

por fazerem parte da minha vida!

Aos meus amigos de laboratorio, Simone, Rodrigo, Carolina Girotto, Su,
Wellington, Amanda, Délcio, Joseana, Gabi, Valdeci, Lis, Aline, Anténio, Dani, Marta,
Thais, Rafa, Leilane, Mirella, Raine e Davi, por fazerem dos meus dias de trabalho

mais alegres;

Agradeco aos meus professores, Dr. Angel Roberto Barchuk, Dra. Marcia
Cristina Bizinotto, Dra. Ester Siqueira Caixeta Nogueira, Dra. Talita Sarah; Dra. Livia
Rosatto Moda; Dr. Angel Mauricio Castro Gamero; Dra. Josie Rezende; Dra. Silvia
Graciela Ruginsk Leitdo e Dra. Luziana Azevedo, por dividirem comigo seus

conhecimentos e por fazerem de mim, nesse momento, um doutor;

Agradeco nossa técnica de laboratorio, Dra. Juliana Ramos Martins, pela

exceléncia no exercicio de suas func¢des e por compartilhar seus conhecimentos.



Agradeco as funcionarias Neuza e lzabel, por fazerem deste laboratério um
ambiente mais agradavel e feliz. Vocés foram verdadeiras amigas nesses 7 anos de

trabalho;

Agradeco a secretaria do PPGB e amiga, Adriana, por cuidar dos alunos deste

programa com exceléncia, pela amizade e alegria;
Agradeco a FAPEMIG pela bolsa de doutorado. Sem ela, nada seria possivel;
Agradeco a Universidade Federal de Alfenas pelo suporte;

Agradeco ao Programa de Pdés-graduacdo em Biociéncias aplicada a Saude

pela qualidade e pelo zelo na formacao de novos docentes e pesquisadores;

E por todos aqueles que, apesar de ndo mencionados, foram importantes nesta

trajetoria.



“O conhecimento nos faz responsaveis”

(Ernesto Che Guevara)

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nao é
sendo uma gota de dgua no mar. Mas o mar seria
menor se lhe faltasse uma gota”

(Madre Tereza de Calcuta)



RESUMO

O cancer de mama representa a principal causa de morte por cancer entre as
mulheres em todo o mundo. Aproximadamente 75% dos tumores mamarios
diagnosticados expressam receptores para estrogénio (RE+) e, nesse caso, as
terapias hormonais representam o tratamento de primeira escolha. Contudo, alguns
tumores séo resistentes ou tornam-se resistentes aos farmacos convencionalmente
disponiveis e, portanto, € necessaria a identificacdo de novos compostos que possam
melhorar as propostas terapéuticas no combate ao cancer de mama. Os compostos
naturais representam fontes importantes para a identificacdo de novos compostos
com atividade antitumoral, pois produzem uma ampla variedade de metabdlitos
secundarios. Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa foi
demonstrado que 3 analogos de curcumina (PQM-162, PQM-163 e PQM-164)
reduziram significativamente a viabilidade de células derivadas de cancer mama
(MCF-7), as quais expressam receptores para estrogénio. No mesmo estudo, foi
demonstrado que a substancia PQM-162 inibe a progressao do ciclo por modular o
perfil de expressao de proteinas que regulam a transicdo G2/M e progressao pelas
fases iniciais da mitose. Contudo, os mecanismos relacionados a atividade citotoxica
de PQM-162 sobre células MCF-7 nao foram investigados. Além disso, os efeitos de
PQM-163 e PQM-164 nao foram explorados. Assim sendo, o presente estudo
objetivou avaliar o perfil de atividade das substancias PQM-163 e PQM-164 sobre o
comportamento proliferativo de células MCF-7 e compara-los com os observados para
a substancia PQM-162. Além disso, foi avaliado o perfil de atividade das substancias
sobre linhagens derivadas de tumor mama, classificado como triplo negativo (MDA-
MB-231 e Hs578t), o qual é de dificil tratamento devido a auséncia de alvos
terapéuticos. A atividade pr6-apoptética das substancias estudas também foi
investigada nas linhagens MCF-7, Hs578t e MDA-MB-231. Os dados mostraram que
PQM-163 e PQM-164 inibem a progressao do ciclo celular em células MCF-7, de
modo semelhante ao observado para a PQM-162. Contudo a poténcia de PQM-163 e
PQM-164 foi inferior a PQM-162. As linhagens triplo negativas mostraram-se mais
resistentes aos tratamentos com as substancias testadas em relacdo a linhagem
MCF-7. Contudo foi possivel observar eficiéncia na inibicdo do ciclo celular e inducgéo
de apoptose. Além disso, a molécula PQM-164 eficientemente sensibilizou a linhagem
resistente a doxorrubicina MCF-7 ®XR-R) go farmaco. Os dados obtidos no presente
estudo sdo promissores e subsidiam novos estudos, usando modelo de roedores, para
validar a atividade antitumoral observada in vitro e investigar os perfis farmacocinético
e farmacodinamico das substancias PQM-162, PQM-163 e PQM-164.

Palavras chave: Cancer de mama, curcumina, inibicdo do ciclo celular, apoptose



ABSTRACT

Breast cancer represents the first cause of cancer death among women worldwide.
Approximately 75% of diagnosed breast tumors express estrogen receptors (ER+)
and, in this case, hormonal therapy is considered the first line treatment. However,
some tumors are resistant or became resistant to the drugs conventionally used in the
therapeutic proposals and, therefore, it is necessary to identify new compounds to
improve therapeutic proposals for breast cancer. The natural compounds are important
source for the identification of new compounds with antitumor activity, since they
produce a wide variety of secondary metabolites. In a previous study performed by our
research group was demonstrated that 3 curcumin analogues (PQM-162, PQM-163,
and PQM-164) significantly reduced cell viability in MCF-7 cultures, which are derived
from RE positive-breast cancer. In addition, it has been demonstrated that PQM-162
inhibits cell cycle progression due to its ability of gene expression profile of critical cell
cycle regulator of G2/M transition and mitosis onset. However, the mechanism
associated to cytotoxic activity of PQM-162 on MCF-7 is not investigated. Furthermore,
the effects of PQM-163 and PQM-164 are not explored. Thus, the present study aimed
to evaluate the effects of the substances PQM-163 and PQM-164 on proliferative
behavior of MCF-7 cells and to compare those observed for PQM-162. In addition, the
activity profile of the studied substances was evaluated on Hs578t and MDA-MB-231
triple negative cells, which represent a breast tumor subtype with limited clinical
proposal due to absence of therapeutic targets. The pro-apoptotic activity of studied
substances was also evaluated on MCF-7, Hs578t, and MDA-MV-231. We found that
PQM-163 and PQM-164 inhibit cell cycle similarly to PQM-162, however the potency
of PQM-163 and PQM-164 was lower than PQM-162. Triple negative cell lines were
more resistance to treatment compared to MCF-7 cell line. Apart from this, we
observed that PM-163 and PQM-164 efficiently inhibited cell cycle progression in triple
negative breast cancer cells. In addition, the PQM-164 molecule efficiently sensitized
the doxorubicin resistant MCF-7 ®XR-R) cells to the drug. These findings are very
promising and support further in vivo studies to validate antitumor activity and to
investigate the pharmacokinetic and pharmacodynamics profiles of the substances
PQM-162, PQM-163, and PQM-164.

Keywords: Breast cancer, curcumin, cell cycle inhibition, apoptosis
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1 INTRODUCAO

O cancer é um conjunto de doencas caracterizadas pela proliferacédo celular
descontrolada e capacidade de invadir e colonizar tecidos saudaveis (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; CEDOLINI et al., 2015; ASATI et al., 2016; GODONE et al., 2018).
Trata-se da segunda maior causa de mortes no mundo, ficando atras apenas das
doencas cardiovasculares (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Entre mulheres, com
excecdo dos canceres de pele ndo-melanoma, o cancer de mama € o mais incidente
e 0 que mais mata (BRAY et al.,, 2018). Trata-se de uma doenca complexa e
heterogénea que envolve uma variedade de tumores malignos com padrdes
histoldgicos e perfis genéticos distintos. Os tratamentos séo indicados de acordo com
as caracteristicas histologica e molecular de cada subtipo tumoral (PEROU et al.,
2000; SORLIE et al., 2001; SORLIE et al., 2003).

Embora avangcos nas propostas terapéuticas tenham ocorrido nas Ultimas
décadas, alguns pacientes ndo respondem aos farmacos disponiveis ou tornam-se
resistentes a eles ao longo do tratamento, o que justifica a busca constante por novas
substancias que possam melhorar as abordagens terapéuticas no combate ao cancer
de mama (RING; DOWSETT, 2004; DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017). Dentro
desse contexto, 0s compostos naturais representam fontes importantes para a
identificacdo de substancias com atividade antitumoral (NEWMAN; CRAGG, 2016;
THOMFORD et al., 2018; LI et al., 2019).

A curcumina é um composto natural com reconhecida atividade antitumoral
sobre diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer de mama (CARTER; D'ORAZIO;
PEARSON, 2014; MANDAPALU et al., 2016; SINHA et al., 2016; WANG, X. et al.,
2016; TAJBAKHSH et al., 2017). No entanto, a baixa solubilidade e biodisponibilidade
dessa substancia limita sua utilizagdo na préatica clinica (YALLAPU, JAGGI &
CHAUHAN, 2012; PRASAD, TYAGI & AGGARWAL, 2014; TEITEN, DICATO e
DIEDERICH, 2014). Para superar esses desafios, estudos tém sido conduzidos para
obter novas substancias que apresentem atividade igual ou superior a observada para
a curcumina, mas que possam apresentar um melhor perfil de solubilidade e
biodisponibilidade. Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, 8
substancias sintéticas foram obtidas, as quais contém um dominio de analogia a
curcumina (FREITAS-SILVA et al., 2018). Dentre elas, 3 substancias (PQM-162,
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PQM-163 e PQM-164) inibiram significativamente a proliferacdo de células derivadas
de cancer de mama que expressam receptores para estrogénio (RE+) (MCF-7). No
mesmo estudo, foi demonstrado que a molécula PQM-162 inibe a proliferacao devido
a sua capacidade de modular a expressao de genes criticos para a transicdo G2/M e
inicio da mitose. Contudo, ndo foi explorado ainda qual seria a influéncia das
substancias PQM-163 e PQM-164 sobre o comportamento proliferativo de células
MCF-7 e tampouco quais seriam os efeitos das substancias PQM-162, PQM-163 e
PQM-164 sobre outras linhagens celulares que nao expressam receptores de
estrogénio. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos dessas
substancias sobre linhagens celulares derivadas de cancer de mama com diferentes

caracteristicas genéticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nesta secdo serdo descritas as caracteristicas das células tumorais e do cancer
de mama. Além disso, serdo apresentadas informacgdes relacionadas as propostas

terapéuticas disponiveis para o cancer de mama.

2.1 Aspectos gerais sobre o cancer

O cancer atualmente € a segunda maior causa de mortes por doencas crénicas
em paises desenvolvidos, ficando atrds apenas para mortes causadas por doencas
cardiovasculares. Em 2018, estimou-se que dos 1.685.210 novos casos de cancer
nos Estados Unidos, 226.120 eram de cancer de mama com aproximadamente 40.920
Obitos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018) (Figuras 1 e 2). Ja no Brasil, a expectativa &
de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer no biénio 2018-2019 sendo que
deste total, aproximadamente 60.000 casos sejam de cancer de mama. No Brasil, em
mulheres, com excecao dos canceres de pele ndo-melanoma, o cancer de mama é o

mais incidente e o que mais mata (Figuras 3 e 4) (INCA, 2018).

Figura 1 — Estimativa de novos casos de cancer nos Estados Unidos da América
em 2018.

Homens Mulheres

Préstata (19%)

Pulmao e Bronquios (14%)
Colon e Reto (9%)
Bexiga (7%)

Melanoma (6%)

(30%) Mama

(13%) Pulmao e Bronquios
(7%) Utero

(7%) Tireoide

(7%) Melanoma

Fonte: adaptado de SIEGEL; MILLER; JEMAL; 2018.



Figura 2 — Estimativa de morte por cancer nos Estados Unidos da América em 2018.

Homens Mulheres

Pulmao e Brénquios (26%)
Préstata (9%)

Colon e Reto (8%)
Pancreas (7%)

Figado e Ducto Biliar (6%)

(25%) Pulmao e Bronquios
(14%) Mama

(8%) Colon e Reto

(7%) Pancreas

(5%) Ovario

Fonte: adaptado de SIEGEL; MILLER; JEMAL; 2018

Figura 3 — Estimativa de incidéncia por cancer nos Brasil em 2018.

Homens Mulheres

Préstata (31,7%)
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Fonte: adaptado de INCA, 2018
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Figura 4 — Estimativa de morte por cancer nos Brasil em 2018.

Homens Mulheres

Pulméao e Brénquios (14%) (16,1%) Mama
Prostata (13,4%) (11,4%) Pulméo e Brénquios
Coélon e Reto (8%) (9,3%) Colon e Reto
Estémago (8%) (6,2%) Colo do Utero
)

Eséfago (5,8% (4,9%) Pancreas

Fonte: adaptado de INCA, 2018.

Nos Estados Unidos e Austrdlia, o pico de incidéncia ocorre em mulheres com
faixa etéria entre 60 a 75 anos, enquanto na Republica Popular da China esta faixa
etaria é de 40 a 49 anos, indicando que a localizacdo geogréfica influencia diretamente
na incidéncia do cancer de mama. Este fendmeno pode estar associado as diferencas
no perfil de alimentacdo, cultura, nivel educacional e, principalmente, nas politicas
publicas de rastreio ao cancer de mama (BELEKOUZOU et al., 2016; TORRE et al.,
2016; ROQUETTE; PAINHO; NUNES, 2017, CHEN, W. et al., 2018).

Enquanto a mortalidade relacionada ao cancer de mama reduziu em paises
desenvolvidos, como Australia, Canada, Estados Unidos e Nova Zelandia, as taxas
de incidéncia e mortalidade sdo elevadas nos paises da América Latina e este
fenbmeno pode estar relacionado com a ineficiéncia de politicas publicas de
prevencdo ao cancer (DESANTIS et al., 2016). Neste contexto, 0 screening
mamografico reduziu significativamente a mortalidade do cancer de mama nos
Estados Unidos, uma vez que contribui para o diagnéstico precoce e, portanto, para a
eficiéncia do tratamento (BONILLA; TABANERA; MENDOZA, 2017; SILVA et al.,
2017). No Brasil, diferentemente de paises emergentes como india, Malasia e Africa
do Sul, o tempo de sobrevida das mulheres diagnosticadas com cancer subiu
significativamente desde 1995, sendo que 87% das mulheres diagnosticadas com
cancer de mama sobrevivem por um periodo superior a 5 anos, apesar das taxas de
mortalidade permanecerem altas (14 6bitos para cada 100.000 mulheres no Brasil)
(INCA, 2018; SILVA et al., 2017). Embora as taxas de mortalidade sejam altas, a
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letalidade deste tipo de cancer é baixa uma vez que a taxa de mortalidade € menor
gue um terco da taxa de incidéncia (INCA, 2018). No Brasil, 45% dos Obitos ocorrem
entre mulheres com faixa etaria de 45 a 64 anos, com um aumento significativo das
taxas de mortalidade em mulheres com baixo grau de escolaridade (ZAPPONI; MELO,
2010; ALBRECHT et al., 2013; SILVA et al., 2017; INCA, 2018).

O cancer é um conjunto de doencas que compartilham caracteristicas comuns
como: proliferagéo celular descontrolada e capacidade de invadir e colonizar tecidos
saudaveis (HANAHAN; WEINBERG, 2011; BRAY et al.,, 2018). Em geral o
crescimento descontrolado de células se da pela perda da capacidade de resposta a
sinais que regulam processos criticos como proliferacéo, diferenciacéo e morte celular
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; GODONE et al.,
2018). O processo de transformacdo maligna envolve complexos eventos, tanto
genéticos quanto epigenéticos, que favorecem a aquisicdo do fendtipo tumoral
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Tais mudangas, como as que ocorrem na estrutura
do DNA, envolvem mutagdes em oncogenes, que regulam positivamente processos
relacionados com a proliferacéo celular e sobrevivéncia. Estas mutacdes favorecem a
entrada no ciclo celular. MutacGes também podem ocorrer em genes supressores
tumorais, que regulam negativamente a proliferagdo celular frente a estimulos
fisioldgicos. Estas mutacdes podem inibir sua atividade, favorecendo a formacéo de
tumores (HANAHAN; WEINBERG, 2011; GADONE et al., 2018).

De acordo com Hanahan e Weinberg (2011), algumas caracteristicas sao
compartilhadas pelas células tumorais em resposta as alteracbes genéticas e
epigenéticas, que acometem oncogenes e genes supressores de tumor. Tais
caracteristicas incluem a capacidade de produzir substancias que estimulam
proliferacéo, sobrevivéncia celular e angiogénese; resisténcia aos sinais de morte
celular; capacidade de invadir tecidos e formar metastase; bem como de
reprogramacdo metabdlica e evasdo do sistema imune (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

2.2 Principais mecanismos de regulacao do ciclo celular



24

O ciclo celular compreende uma série de eventos altamente regulados onde
componentes celulares sdo duplicados e transmitidos para as células filhas. A
replicacdo do DNA ocorre na fase S enquanto a segregacao cromossomica ocorre na
fase M. Entre as fases S e M, estdo as fases Gi1 e Gz, periodos marcados por intensa
atividade biossintética relacionada como o metabolismo e aumento de volume celular.
A organizacao e integracao dos sinais de crescimento e proliferacdo ocorrem em G1,
ao passo que em G2 os mecanismos relacionados a organizacdo do genoma
replicado e preparo para a entrada em mitose estdo operando (BARUM; O’'CONNEL,
2014).

A maioria das células de um organismo pluricelular, como o organismo humano,
sdo mantidas num estado quiescente denominado Go. Nesta fase, grande parte
destas células ainda mantém toda a maquinaria necessaria para o processo de divisao
celular. Porém, somente apds estimulo mitogénico, a célula é capaz de progredir no
ciclo celular (MOLINARI, 2000). A passagem pelo ponto de restrigcdo (R), no final da
fase G1, representa um evento critico de comprometimento com o processo de divisdo
celular em resposta a fatores mitogénicos (PARDEE, 1974; MACHADO et al., 2012;
MORALLI et al., 2013).

A ativacdo de proteinas serina-treonina cinases CDK (cyclin-dependent
kinases) representa o principal mecanismo de regulagéo positiva do ciclo celular. Uma
vez ativadas, as CDKs fosforilam uma variedade de substratos, os quais séo criticos
para os eventos relacionados a progressao do ciclo, incluindo sintese do DNA,
duplicacdo do centrossomo e segregacao cromossomica. As CDKs sao amplamente
expressas durante todo o ciclo celular, mas sua atividade esta condicionada a ligagéo
as proteinas ciclinas, cuja expressao oscila ao longo do ciclo. A expressao diferencial
de ciclinas se deve a dinamica de biossintese e degradacdo dessas proteinas. A
destruicdo proteolitica € mediada por complexos ubiquina-ligases (SHERR, 1994;
MOLINARI, 2000; VODEMAIER, 2004; LIM; KALDIS, 2015).

Os complexos ciclina-CDKs podem ser regulados por diferentes mecanismos.
As proteinas inibidoras de CKDs das familias Kip/Cip e INK4, denominadas de CKl’s
(do inglés, cyclin-dependent kinases inhibitor) desempenham importante papel na
inibicéo do ciclo celular (MORGAN et al., 2007). As CKIs inibem os complexos ciclina-
CDKs formados ou impedem a formacéao deles por se ligarem as ciclinas e bloquearem

sua interacdo com as CDKs. Além disso, cinases e fosfatases estdo envolvidas na
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ativacao e inativacdo dos complexos ciclina-CDKs (MORGAN, 1997; MACHADO et
al., 2012). Os eventos de fosforilacdo e desfosforilacdo permitem o acumulo de
complexos cilcina-CDK, na sua forma inativa, possibilitando sua rapida ativagéo
quando necessario (MOLINARI et al., 2000). Cada proteina CDK liga-se com alta
afinidade com ciclinas especificas e a ativacdo de diferentes complexos governa a

transicdo entre as diferentes fases do ciclo (NURSE, 2000).

Apo6s um estimulo mitogénico, vias de sinalizacdo séo ativadas, dentre elas a
via de MAPKSs, cujo resultado é o aumento na expresséo de ciclina D (MORALLI et al.,
2013). Além disso, proteinas ubiquitina-ligases, como a APC/C (anaphase-promoting
complex / ciclossome) e o complexo SCF (Skpl/cullin/F-box) sao inativadas
(KRAMER et al., 2000; PETERS, 2002). Estas proteinas sao responsaveis pela
ubiquitinacdo de ciclinas na transicdo entre a metafase e a anafase (encaminhando
as ciclinas para destruicao proteolitica), bem como garante um estado de inatividade
de ciclinas durante o estado quiescente Go (VODERMAIER, 2004). O acumulo de
ciclina D favorece sua ligagdo com as proteinas CDK4 e CDK6, que controlam a
entrada no ciclo celular e a progressao pela fase Gi1 (MORALLI et al., 2013). Os
complexos ciclina D-CDK4/6, quando ativados, fosforilam a proteina Rb (proteina
retinoblastoma) que, por sua vez, na forma hipofosforilada sequestra fatores de
transcricdo da familia E2F impedindo, dessa forma, que esses fatores migrem para o
nacleo e ativem a transcricdo de genes-alvos (HARBOUR; DEAN, 2000;
MALUMBRES; BARBACID, 2009). Na sua forma fosforilada, Rb perde a afinidade
pelos fatores de transicricdo E2F que se translocam para o nucleo e estimulam a
expressdo de varios genes incluindo ciclina D, ciclina E, c-myc (ORTEGA et al., 2002).
Os complexos ciclina-CDK que se formam ao longo do ciclo celular, fosforilam Rb e

contribuem para sua inativacéo até a conclusdo do processo de diviséo.

A ativagdo de complexos ciclina E-CDK2 contribui para a modulagdo de
expressado de genes requeridos na entrada da célula na fase S (SHERR; ROBERTS,
1999). Além disso, o complexo ciclina E-CDK2 fosforila proteinas que estédo
envolvidas em processos relacionados a modificacédo de histonas, replicacao e reparo
do DNA, duplicacdo e maturacdo do centrossomo (SHERR; ROBERTS, 1999;
MALUMBRES, BARBACID, 2005). Além disso, também atua na inibicdo, por
fosforilagcdo, da proteina p27, uma CKI da familia Kip/Cip (SHAPIRO, 2006). Dessa
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forma, a transicdo G1/S é positivamente regulada pelos complexos ciclina-E/CDK2
(VODERMAIER, 2004; ZHANG; KOEPP, 2006).

Simultaneamente aos eventos que ocorrem na fase S, a inativagao total da
proteina Rb e acumulo de E2F no nucleo resultam na expressao das ciclinas A e B.
Considerando que ciclina E é encaminhada para destruicdo proteolitica na fase S, a
proteina CDK2 liga-se a ciclina A. O complexo ciclina A-CDK2 fosforila E2F, presente
no nuacleo, reduzindo sua afinidade pelas regides promotoras de genes alvos. Dessa
forma, ocorre a transicdo da fase S para a fase G2 (KITAGAWA et al., 1995;
MALUMBRES; BARBACID, 2005). A ciclina A também é capaz de se ligar na proteina
CDK1 e este complexo também fosforila a proteina Rb, resultando na sua ligacdo com
a proteina E2F, tornando-a completamente inativa (MALUMBRES, 2011). A ciclina A
€ entdo progressivamente degradada no final da fase G2 permitindo que a ciclina B
ligue-se a CDK1 (MALUMBRES, 2011). O complexo ciclina B-CDK1 é importante para
o inicio da mitose, uma vez que regula eventos criticos nas fases de préfase,
prometafase e metafase, como a desorganizacdo do envelope nuclear, a
condensacao dos cromossomos, a fragmentacao do aparelho de golgi, a formacao do
fuso mitético e a ligacdo deste com os cromossomos (MALUMBRES, 2011; MORALLI
et al., 2013). Ap6s o pareamento dos cromossomos na placa metafasica, bem como
a correta ligacao do fuso mitético aos cinetocoros, ocorre a inativagdo dos complexos
ciclina B-CDK1, por destruicdo proteolitica de ciclina B, mediada pelo complexo
APC/C (HARPER et al., 2002; PETERS, 2002).

Varios niveis de regulagdo existem com a finalidade de controlar a atividade
dos complexos ciclina-CDK, a fim de que eles possam desempenhar suas funcées da
maneira correta e, principalmente, no tempo exato, para que a progressao entre as
fases ocorra sem intercorréncias (SHERR; ROBERTS, 1999). Uma importante classe
de proteinas, denominadas CKl's (cyclin-dependent kinases inhibitor), inibem a
atividade dos complexos de diferentes formas, seja por fosforilacdo ou interagcéo
proteina-proteina (SHERR; ROBERTS; 1999; VIALLARD et al., 2001; MASSAGUE,
2004; CAZALINI et al., 2010; LEE et al., 2012). A classe de proteinas CKI possui duas
grandes familias de proteinas inibitérias, a INK4, composta pelas proteinas p16'Nk4a,
p15!NK4b n18INK4c @ n]19INK4d | Estas proteinas ligam-se as proteinas CDK4/6, impedindo
a ligacdo da ciclina D. A segunda familia, chamada Cip/Kip, € composta pelas

proteinas p21, p27 e p57, e elas ligam-se aos complexos ciclina-CDK, formando um
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complexo trimérico, resultando na inativacdo da sub-unidade catalitica CDK (SHERR;
ROBERTS, 1999). No entanto, a expressdo de CKls € induzida por ativacdo de
checkpoints quando o bloqueio no ciclo se faz necessario, a fim de permitir que um
possivel dano ao DNA possa ser reparado ou que as condi¢cdes de oferta de nutrientes
sejam permissivas para a continuidade do ciclo celular (MORALLI et al., 2013). Em
condicBes normais, apds a sinalizacdo mitogénica, os complexos ciclina D-CDK4/6
formam-se, inativando através de fosforilagdo as proteinas p21 e p27, liberando os
complexos ciclina E-CDK2 da acao destes inibidores (SHERR; ROBERTS, 1999;
BLAIN, 2008). A proteina CDK2, quando ativada, também é capaz de inativar a
proteina p27 por fosforilagdo, encaminhando-a para destruicdo via proteossomo
(MASSAGUE, 2004).

O blogueio no ciclo celular pode ocorrer frente a diferentes tipos de estresse
celular. Danos ao DNA, por exemplo, ativam checkpoints e acionam vias de
sinalizacdo que, normalmente, envolve ativagédo de p53 e de seus alvos incluindo da
proteina p21, uma CKI. O aumento na expressado de p21 induz blogueio no ciclo
celular tanto na fase Gi quanto nas fases G2 e M, devido a sua capacidade de inibir
diferentes complexos ciclina-CDK (CAZALINI et al., 2010; LEE et al., 2012).

Enquanto as CKl’s atuam inibindo a atividade dos complexos ciclina-CDK que
pode resultar em bloqueio no ciclo celular, as serina-treonina cinases Aurora A, Aurora
B e PLK1 (polo-like kinase 1) atuam, através de ciclos de fosforilacdo, regulando
eventos criticos para o sucesso da mitose (GIET; PETRETTI; PRINGENT, 2005;
WANG, Y. et al., 2014; LIU; SUN; WANG, 2017).

Embora aurora A e aurora B sejam estruturalmente similares, elas localizam-se
em locais diferentes da célula consequentemente modulando eventos diferentes na
mitose (GAVRIILIDIS; GIAKOUSTIDIS; GIAKOUSTIDIS, 2015). A expressao de
aurora A aumenta no final da fase S do ciclo celular, apés a duplicagcdo do
centrossomo (PALLAZO et al.,, 2000; MAHEN; VENKITADAMAN, 2012). No
centrossomo, atua recrutando proteinas importantes para a nucleacdo dos
microtubulos do fuso mitético como a y-tubulina e a centrossomina (HANNAK et al.,
2001; CONTE et al., 2003; TOJI et al., 2004; ARE et al., 2006; MORI et al., 2007).
Além disso, aurora A atua ativando indiretamente complexos ciclina B1-CDK1 uma
vez que, além de fosforilar e encaminhar para degradacéo Weel, responsavel por
inibir o complexo ciclina B1-CDK1, ela fosforila dois importantes ativadores deste
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complexo, CDC25b e CDC25c (ELIA; CANTLEY; YAFFE, 2003; DUTERTRE et al.,
2004; VUGT; BRAS; MEDEMA,; 2004; SEKI et al., 2008).

A funcéo de aurora A parece ser critica para a formacao do fuso mitético bipolar
uma vez que sua deplecdo induz alteragcbes como formacdo do fuso mitotico
monopolar ou multipolar, induzindo bloqueio no ciclo celular durante a mitose e
apoptose (GLOVER et al., 1995; HANNAK et al., 2001; GIET et al., 2002; KUFER et
al., 2002; EYERS et al., 2003; MARUMOTO et al., 2003; EYERS; MALLER, 2004; LIU;
RUDERMAN, 2005; BIRD; HYMAN, 2008; KATAYAMA et al., 2008; YAN et al., 2016;
FREITAS-SILVA et al.,, 2018). Aléem de aturar na quebra do envelope nuclear
(PORTIER et al., 2007), aurora A fosforila Eg5 (motor tipo cinesina Eg5) que atua na
separacao dos centrossomos para os polos da célula (GIET et al., 1999).

Aurora A é superexpresso em muitos tipos de cancer inclusivo no cancer de
mama, onde a elevacdo da expressdo de aurora A esta relacionada com mau
prognostico inclusive em mulheres diagnosticadas com cancer de mama cujas células
expressam o receptor de estrogénio (ZHOU et al., 1998; NADLER et al., 2008; LI et
al., 2009DAS et al., 2010; ALl et al., 2012; SIGGELKAN et al., 2012). A expresséao de
aurora A pode ser regulada pelo receptor de estrogénio (LEE et al., 2008; JIANG et
al., 2010).

J& aurora B atua diretamente na regulacdo da orientacdo bipolar do fuso
mitético, na segregacdo cromossdmica e na citocinese (DEWAR et al., 2004;
BOLANOS-GARCIA, 2005). Esta atividade esta relacionada com a formacdo do
complexo passageiro do cromossomo (CPC) formado por INCENP (inner
controssome protein), survivina, borealina e por aurora B (GASSMAN et al., 2004
SAMPATH et al., 2004; BEVETSIAS; LINARDOPOULOS, 2015). O complexo atua
como um sensor de tensdo entre os microtubulos do fuso mit6tico e os cinetdcoros
dos cromossomos onde, caso a ligacdo ndo tenha ocorrido em orientacao bipolar,
aurora B, através de fosforilagéo, induz a ruptura da ligacdo entre o microtabulo e o
cinetocoro, favorecendo que outra ligacéo ocorra (BEVETSIAS; LINARDOPOULOS,
2015). Além disso, aurora B € uma das cinases responsaveis por fosforilar a proteina
histona H3 (Serl0 e Ser28), critica para a condensagédo dos cromossomos (HSU et
al., 2000; ADAMS et al., 2001; GIET; GLOVER, 2001; PETERSEN et al., 2001; GOTO
et al., 2002).
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Na citocinese, aurora B desempenha um papel critico modulando, dentre outras
coisas, a remodelacao do citoesqueleto (GOTO et al., 2003; MINOSHIMA et al., 2003).
Durante esta etapa, aurora B fosforila MgcRacGAP (proteina ativadora de GTPase),
localizada no corpo mediano da célula em mitose. Esta fosforilacdo ativa esta proteina
que, por sua vez, ativa RhoA, cuja atividade é critica para montagem do anel contratil
(MINOSHIMA et al., 2003). Além disso, aurora B fosforila vimentina (ser72), filamento
intermediario importante na formacdo do sulco de clivagem. Na auséncia de
fosforilacdo, as células filhas mantem-se ligadas por grandes pontes de citoplasma,

ocorrendo falhas graves na citocinese (GOTO et al., 2003).

Ja4 a proteina PLK1, também altamente expressa em células de céancer
(RAMANI et al., 2015; TUT et al., 2015; ZHANG et al., 2015) inclusive no céncer de
mama (WEICHERT et al., 2005), atua principalmente favorecendo a entrada da célula
na mitose, a montagem do fuso mitético e a segregacdo cromossémica (WEERDT;
MEDEMA, 2006). Sua atividade garante a integridade e estabilidade gendmica
(MUNDT et al., 1997).

PLK1, cujo pico de sua expressao ocorre na fase M (LIU, SUN, WANG, 2017),
também regula a ativagdo do complexo ciclina B1-CDK1 (GAVET; PINES, 2010),
reprime a atividade transcricional de p53 (ANDO et al., 2010) além de fosforilar e ativar
as proteinas aurora A (ASTERI; MATTIA; GUARGUAGLINI, 2015; MACUREK et al.,
2008) e aurora B (RAAB et al., 2015).

2.3 Via de sinalizagdo MAPK

Em células normais, deve haver um controle entre a producédo e liberacdo de
sinais indutores da divisdo celular para que o organismo possa manter o numero de
células bem como a arquitetura e funcdo dos oOrgédos. Falhas nos sistemas que
regulam proliferacdo, diferenciacdo e morte contribuem para o desenvolvimento do
cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O estimulo continuo de proliferagdo nas células tumorais pode estar
relacionado a varios eventos como: a producdo excessiva de fatores de crescimento

no microambiente tumoral e a ligacdo aos receptores de ativacdo da proliferacéo
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celular na propria célula tumoral (sinalizacdo autocrina) ou nas células vizinhas,
tumorais ou ndo (sinalizacdo paracrina), o aumento na expressao de receptores
relacionados com a proliferagéo celular (ex: EGFR; RE) e a ativagdo constitutiva de
vias de sinalizagdo que, em geral, ocorre devido a mutagdes sométicas em genes que
codificam para receptores ou proteinas envolvidas na via de sinalizacdo (BHOWMICK;
NEILSON; MOSES, 2004; CHENG et al., 2008; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A via de sinalizacdo das MAPKs esta intimamente relacionada com
proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e invasdo bem como resisténcia aos
quimioterapicos utilizados na rotina clinica (DE LUCA et al., 2012). Esta via pode ser
ativada de varias maneiras incluindo a ativagdo de receptores de superficie, pelo
estresse metabolico, por interagcbes com a matriz extracelular, por comunicagcao
célula-célula e até mesmo por danos ao DNA (YANG; SHARDOCKS; WHITMARSH,;
2013). Existem quatro vias distintas MAPK que compartilham caracteristicas comuns:
possuem 2 proteinas que sdo serina-treonina cinases e 1 proteina treonina-tirosino
cinase (DHANASEKARAN; REDDY, 1988; BUROTTO et al.,, 2015). A via mais
compreendida é a via MAPK/ERK. As vias MAP Kinase 1 (BMK-1), a via c-jun n-
terminal quinase (JNK) e a via p38 apesar de intimamente relacionadas com o cancer,

sdo menos estudadas e compreendidas (BUROTTO et al., 2015).

As proteinas das vias MAPK sdo genericamente designadas, de acordo com
sua ordem de ativacdo: MAPKKK (MAP kinase-kinase-kinase), MAPKK (MAP kinase-
kinase) e MAPK (MAP kinase) (YANG; SHARDOCKS; WHITMARSH; 2013). Na via
de sinalizacdo MAPK/ERK, existem trés isoformas da proteina MAPKKK: A-RAF, B-
RAF e a C-RAF, também conhecida como Raf-1, sendo que sédo evidenciadas com
maior frequéncia mutacées no gene que codifica B-RAF, principalmente em tumores
mamarios. Ja nas proteinas MAPKK, existem duas isoformas (MEK-1 e MEK-2), assim
como nas proteinas MAPK (ERK-1 e ERK-2) (ROBBINSON; COBB, 1997).

A cascata de sinalizacdo da via MAPK/ERK inicia-se quando a proteina RAS é
ativada, o que pode acontecer frente a diferentes estimulos incluindo a ativagao de
receptores tirosina cinases e receptores acoplados a proteina G (BUROTTO et al.,
2015). A proteina RAS é uma proteina ligante de nucleotideos de guanina que, quando
associada ao GDP, encontra-se no seu estado inativo e livre no citoplasma. Porém,
quando RAS e ativada, modulada por Ras-GEF (guanine nucleotide exchange

factors), a proteina desassocia-se do GDP, ligando-se ao GTP, ancorando-se na
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membrana plasmatica. Na membrana, por interacao proteina-proteina, ativa proteinas
efetoras ndo s6 da via MAPK (B-RAF, Raf-1) mas também proteinas efetoras de
outras vias, como Akt (BOS; REHMANN; WITTINGHOFER, 2007; ASATI et al., 2016).

A proteina RAF, uma serina-treonina quinase, quando ativada, expde seu sitio
catalitico sendo entdo capaz de fosforilar MEK-1 e MEK-2. Estas, por sua vez,
fosforilam as proteinas ERK-1 e ERK-2 que, uma vez ativadas, regulam diferentes
processos bioldgicos (YANG; SHARDOCKS; WHITMARSH; 2013).

As funcdes de ERK estdo relacionadas a eventos citoplasmaticos e nucleares
(BUROTTO et al., 2015). No citoplasma, ela é capaz de modular o movimento e
adesdo celular, uma vez que fosforila elementos do citoesqueleto, bem como
reguladores do metabolismo celular (PULLIKUTH; CATLING. 2007). No nucleo, tem
um importante papel na regulacdo transcricional, uma vez que € capaz de fosforilar
fatores de transcricdo criticos para a proliferacdo celular como c-fos e c-myc
(SIGOILLOT; EVANS; GUY, 2002; ZASSADOWSKY et al., 2012). A atividade destes
fatores de transcricdo esta intimamente relacionada com o grau de ativacao das vias
MAPK uma vez que, guando transientemente ativos, c-fos e c-myc sao instaveis e sao
rapidamente degradados mas, quando a sinalizagdo é forte e sustentada, c-fos é
fosforilada e liga-se na regidao promotora de genes importantes para a proliferacéo
celular, como ciclina D, e para a sobrevivéncia, como Bcl-2 (ZASSADOWSKY et al.,
2012, BUROTTO et al., 2015).

Mutac¢des sdo a principal causa de desregulacéo e hiperativacao da via MAPK.
Sdo conhecidas 21 mutacbes no receptor EGFR que, quando presentes,
desencadeiam a ativacdo do receptor independente da presenca de fatores de
crescimento resultado na ativacao da via MAPK. Também séo conhecidas mutacfes
nos genes que codificam as proteinas RAS e B-RAF e estas mutacfes sdo capazes
de propagar a cascata de sinalizacdo da via MAPK mesmo que receptores tirosino-
quinases como o EGFR ndo tenham sido ativados (ROBERTS; DER, 2007,
BUROTTO et al., 2015).

2.4 O cancer de mama
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O céancer de mama € uma doenca complexa e heterogénea, constituida por
uma variedade de tumores malignos que apresentam padrdes histologicos e perfis
genéticos distintos, de forma que podem apresentar diferentes comportamentos
clinicos (AL-AWADHI; MURRAY:; IBRAHIM, 2018). As op¢Oes terapéuticas também
variam considerando a classificacdo do tumor (LYONS; DICKLER; COMEN, 2018).
Na rotina clinica, a expresséo de quatro biomarcadores (ER — receptor de estrogénio;
PR — receptor de progesterona; HER-2 — receptor do fator de crescimento epidermal
humano tipo 2 (human epidermal factor growth type 2 e Ki67, um marcador de
proliferacéo celular) é utilizada afim de caracterizar o tipo tumoral e guiar as propostas
terapéuticas (VUONG et al., 2014). Baseado na analise destes biomarcadores, 5
subtipos foram propostos: (1) subtipo luminal A/B, onde o subtipo A expressa 0s
receptores de estrogénio e progesterona com baixa expressao de Ki67 e o subtipo B
expressa apenas o receptor de estrogénio com elevada expressao de Ki67; (2) HER-
2 enriched (enriquecido com HER-2), subtipo que apresenta superexpressao do
receptor HER-2; (3) subtipo triplo-negativo, que ndo expressa nenhum dos trés
receptores (ER, PR, HER-2) mas que apresentam elevada expressao de marcadores
da transicdo epitélio-mesenquimal. Este subtipo é também chamado de triplo-
negativo; (4) claudin-low, sub-tipo que surgiu a partir do subtipo basal-like e expressa
as proteinas claudinas 3, 4 e 7; (5) normal breast like (PEROU et al., 2000; SORLIE
et al., 2001; SORLIE et al., 2003). No entanto, existem outros biomarcadores, pouco
investigados na rotina clinica, que auxiliam os profissionais na escolha da melhor
proposta terapéutica onde podemos destacar a analise da expressao dos receptores
de androgénio (AR), de estrogénio do tipo B (ERB) bem como a analise de mutacdes
nos genes BRCA1, BRCA2 e TP53 (VUONG et al., 2014).

No tecido mamario, o estrogénio € importante para o desenvolvimento das
glandulas mamarias, uma vez que as células possuem receptores para esse horménio
que, quando ativados, sdo capazes de induzir a diviséo celular (HALDOSEN; ZHAO;
WRIGHT, 2014). Dois receptores sédo predominantemente expressos no tecido
mamario (receptor de estrogénio tipo alfa (REa) e o receptor de estrogénio tipo beta
(REB), enquanto o receptor de estrogénio acoplado a proteina G € menos expresso
no tecido mamario saudavel (SPEIRS et al., 2002). Os mecanismos de atuagcéo dos
receptores de estrogénio ndo estdo completamente elucidados, mas sabe-se que

quando ligados ao estrogénio, ocorre uma alteragcdo conformacional no receptor
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expondo um fator de ligacdo ao DNA (AF-1) que se liga a regido promotora de genes
responsivos ao estrogénio, modulando o perfil de expressao génica (YIP; RHODES,
2018).

Aproximadamente 75% dos tumores mamarios malignos expressam receptores
para estrogénio (RE+). Normalmente estédo relacionados ao cancer de mama que é
diagnosticado em mulheres p6s-menopausa que tiveram muitas gestacdes a termo;
contudo, ocorre também em mulheres que tiveram sua primeira gestacédo apés os 30
anos de idade e naquelas que apresentaram menarca tardia (apos os 15 anos) (JIA
etal., 2015, INCA, 2016; AUGUSTO et al., 2018; BRUFSKY; DICKLER, 2018; DEEKS,
2018). Pacientes diagnosticadas com cancer de mama RE+ possuem melhor
prognostico quando comparadas com aquelas cujos tumores ndo expressam o
receptor de estrogénio (OSBORNE; SCHIFF, 2011; CHEN et al., 2018; AUGUSTO et
al., 2018; BRUFSKY; DICKLER, 2018; DEEKS, 2018).

Em células tumorais, os receptores REa e 0 GPREL estédo preferencialmente
associados com ativacao da proliferacdo celular, ao passo que o RER estéa relacionado
a processos citostaticos e de diferenciacdo celular (VRTACNIK et al.,, 2014;
AFRICANDER; STORBECK, 2017; BOONYARATANAKORNKIT et al., 2017,
HILTON; CLARCKE. GRAHAM, 2018; MILLS; RUTKOVSKY; GIORDANO, 2018).
Estudos mostram que o REB, quando co-expresso com 0 REa pode encaminha-lo a
destruicdo proteolitica e inibir a proliferacédo celular em linhagens tumorais (ZHAO et
al., 2007; HANDOSEN; ZHAO; WRIGHT, 2014). Células que expressam REa (T47-D
e MCF-7) proliferam mais rapidamente em resposta ao tratamento com estrogénio ou
com o agonista do REa propil-pirazol-triol (PPT). Porém, quando tratadas com um
agonista do REB (DNP), as taxas de proliferacdo decaem, evidenciando os distintos
papéis dos receptores de estrogénio no processo de divisdo celular (PARUTHIYIL et
al., 2004; SOTOCA et al., 2008).

Estudo realizado com linhagem celular derivada de cancer de mama de
murinos (HC11) mostrou que o estrogénio ndo altera o comportamento proliferativo
de células que expressam ambos os receptores (REa e RE), contudo, o uso do
agonista para REa ativa a proliferagédo celular e o uso do agonista para REP inibe a
proliferagéo celular, com aumento significativo de células em apoptose (HELGUERO

et al., 2005). A expressao do RE em mulheres diagnosticadas com cancer de mama
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RE+ esta fortemente relacionada com melhores progndésticos quando comparada com
a expressao do REa (ROGER et al.,, 2001; MYERS et al., 2004). Tumores que
apresentam elevada expressao de REPB, normalmente, sdo pequenos e menos
invasivos (MAROTTI et al, 2010). Estudos mostram que, ao contratio do REa, a
ativacdo do REP reduz a expressdo do fator de transcricdo c-myc, fortemente
relacionado com a inducao da proliferagéo celular (STROM et al., 2004; HARTMAN et
al., 2009). Os receptores de estrogénio do tipo alfa e beta possuem sequéncias
diferentes de aminoacidos em seu dominio de ligagdo ao DNA, que torna cada
receptor especifico para genes especificos, modulando comportamentos diferentes na
célula (HALDOSEN; ZHAO; WRIGHT, 2014). Diante do exposto, 0 REa desempenha
um papel importante na patologia de alguns subtipos de cancer de mama, quando
comparado com os receptores RE e o receptor de estrogénio acoplado a proteina G
— GPER1, uma vez que é capaz de ativar a proliferacao celular (NAGAPRASHANTHA
et al., 2017).

O receptor REa pertence a subfamilia 3 do grupo A de receptores nucleares,
sendo formada por duas subunidades: AF-2 (dominio de ligacdo ao ligante — ex:
estrogénio) e AF-1 (dominio de ligacdo ao DNA) que, além de atuar como fator de
transcricdo de genes relacionados com a proliferacdo celular (via gendmica direta),
pode também se ligar com fatores de transcricdo por interacdo proteina-proteina,
como c-JUN, c-FOS, NF-kB, GATA1l e STAT5 (via genbmica indireta). O referido
receptor também pode atuar na sinalizacdo ndo-genémica, ativando ndo s6 cascatas
de proteinas cinases (via das MAPK quinases e via PI3K/Akt) como também aumentar
a concentracdo de pequenos sinalizadores intracelulares, como o Ca?* e o0 CAMP
(AMP ciclico) (VRTACNIK et al., 2014; CRUZ; JARQUIN, 2017).

Desde 1970, a terapia enddécrina (TE) tem sido usada como terapia adjuvante
em propostas terapéuticas para tumores de mama que expressam receptores de
estrogénio. Atualmente, a TE consiste em: (1) suprimir as funcbes do ovario; (2)
modular seletivamente a atividade dos receptores de estrogénio, diminuindo sua
atividade ou acelerando sua degradacédo; e (3) inibir a atividade da aromatase,
enzima-chave para a biossintese de estrogénio. Em geral, as propostas terapéuticas
envolvem o uso de 2 ou mais farmacos, sendo comumente direcionadas para o uso
de bloqueadores dos receptores de estrogénio em combinacdo com inibidores de
aromatase (LUMACHI; SANTEUFEMIA; BASSO, 2015). Além de reduzir a



35

probabilidade de recidivas de tumores RE+, a terapia enddcrina também reduz o risco
de metastase e invasao de linfonodos (DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017).

Outro importante receptor é o receptor ERBB2 (também denominado de HER-
2, do inglés human epidermal receptor type 2), onde a superexpressao € encontrada
em aproximadamente 15% dos tumores (ROMANI et al., 2018). Trata-se de um
receptor tirosina-cinase que pertence a familia do receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR) que, quando ativado, desencadeia diferentes respostas celulares
incluindo proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia. Esses eventos, normalmente, sao
desencadeados pela ativacao das vias de sinalizacdo MAPKs e PI3K/Akt/mTOR (AL-
AWADHI; MURRAY; IBRAHIM, 2018; ROMANI et al., 2018). Pacientes que
apresentam superexpressdao de HER2+ podem ser beneficiados por terapias alvo-
dirigidas que empregam anticorpos monoclonais (Heceptin®, por exemplo) ou
inibidores seletivos de receptores tirosina-cinase (Lapatinib) que, respectivamente,
impedem a ativacao do referido receptor e bloqueiam a ativacao de vias oncogénicas
(AL-AWADHI; MURRAY; IBRAHIM, 2018).

Ja o subtipo de cancer de mama triplo-negativo é definido pela auséncia da
expressao tanto dos receptores de estrogénio e de progesterona, acompanhado pela
auséncia de superexpressao de HER2 (SHARMA et al., 2018). O prognostico desde
subtipo de cancer € ruim quando comparado com os demais tipos de cancer de mama,
uma vez que esse subtipo de tumor ndo apresenta alvo terapéutico (BAGLIA et al.,
2018). Apenas 30% dos pacientes diagnosticados como triplo-negativos sobrevivem,
apos o diagnostico, por 5 anos ou mais (ESKILER et al., 2018). Além disso, estudos
mostram que esses pacientes frequentemente apresentam recidivas e alta incidéncia
de metastases (COSTA; HAN; GRADISHAR, 2018). A abordagem terapéutica
utiizada nesse caso é a quimioterapia com emprego de farmacos de carater
citotéxico, como antraciclinas (doxorrubicina) e taxanos (paclitaxel e o docetaxel)
(SHARMA et al., 2018).

Infelizmente, alguns tumores s&o, ou tornam-se resistentes as terapias-alvo ou
a quimioterapia padrédo com antraciclinas e taxanos e, além disso, podem induzir o
aparecimento de tumores no ovario, sarcoma uterino, tromboembolia, leucemia,
sindrome mielodisplasica, cardiotoxicidade e morte em decorréncia dos efeitos
adversos dos medicamentos (DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017; KIM, 2017,
LEUNG et al., 2017; MANSOURI et al., 2017; STIRES et al., 2017; BAGLIA et al.,
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2018; COSTA; HAN; GRADISHAR, 2018; ESKILER et al.,, 2018; SHARMA et al.,
2018;). Portanto, a identificacdo de novas substancias é relevante para melhorar as
propostas terapéuticas para pacientes que ndo respondem as terapias disponiveis ou
para aqueles que apresentam resisténcia aos agentes antineoplasicos disponiveis
(HARVEY, 2000; RING; DOWSETT, 2004; DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017).
Nesse contexto, os produtos naturais sdo uma importante fonte para a identificacéo
de novas substéancias bioativas com atividade antitumoral, sendo que de 60% a 80%
dos agentes antineoplasico sédo provenientes de produtos naturais ou baseados em
compostos naturais (WANG, C.Z. et al, 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016; THOMFORD
et al., 2018; Ll et al., 2019)

2.5 Curcumina

A curcumina (Figura 3), 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-hepta-1,6-diano-3,5-
diona, é um polifenol hidrofébico (BANIK et al., 2017), bioativo, extraido do rizoma da
espécie Curcuma longa, também conhecida como turmeric ou acafrdo-da-terra
(BERRAK et al., 2016; ZHIPIN; YAGNANG, 2016).

Figura 5 — Estrutura quimica da curcumina
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Fonte: adaptado de FREITAS-SILVA et al., 2018

Estudos mostram que a curcumina tem uma grande variada de propriedades
farmacoldgicas, incluindo as atividades anti-inflamatoria, antireumatica, antioxidante,
antibacteriana, antiespasmatica e anticoagulante. Tem sido proposto também que a
curcumina pode ser util no tratamento de varias doengcas como diabetes, sindrome
metabolica, alzheimer e cancer. O interesse na utilizagcdo da curcumina como agente

terapéutico esta relacionado a sua atividade multi-alvo e por ser uma substancia
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farmacologicamente segura (MANDALAPU et al., 2016; SOTO; CALAF, 2016; WANG,
X. etal., 2016; WANG, K. et al., 2016; ZHIPIN; YAGNANG, 2016; BANIK et al., 2017;
TAJBAKHSH et al., 2017).

O potencial antitumoral da curcumina tem sido demonstrado em muitos estudos
in vitro onde a curcumina inibe a proliferacdo de células derivadas cancer gastrico
(HUANG et al.,, 2017), céancer do ovario (PISTOLLATO et al.,, 2017), bexiga
(AFSHARMOGHADAM et al., 2017), pancreas (KANAI, 2014), cancer de pulméao de
células ndo-pequenas (IKEDA et al., 2010), carcinoma hepatocelular (CHENG; LIN;
SU, 2010), cancer de colon (KIM; LEE, 2010), osteosarcoma (LEOW et al., 2010),
glioma (WEISSENBERGER et al., 2010) e de cabeca e pescoco (CLARK et al., 2010).
Além disso, um numero grande de pesquisas tem sido feitas afim de elucidar os efeitos
da curcumina no cancer de mama que expressa o receptor de estrogénio (MCF-7) e
células caracterizadas como triplo-negativo (MDA-MB-231) (MASUELLI et al., 2013;
MANDAPALU et al., 2016; WANG, X. et al., 2016; BANIK et al., 2017; TAJBAKHSH et
al., 2017). De acordo com esses autores, o efeito esta relacionado a capacidade da
curcumina em inibir a progressao do ciclo celular na fase G2/M (BANIK et al., 2017).
Foram propostos varios mecanismos relacionados aos efeitos da curcumina sobre
células tumorais, dentre eles a inibicao das vias MAPK (MASUELLI et al., 2013; BANIK
et al., 2017), PISK/AktmTOR (MANDAPALU et al., 2016; WANG, X. et al., 2016;
TAJBAKHSH et al.,, 2017) e NF-kB (SOTO; CALAF, 2016; BANIK, et al.,, 2017;
TAJBAKHSH et al., 2017).

Estudo realizado por Masuelli et al. (2013) mostrou que na linhagem MCF-7, a
curcumina foi capaz de induzir apoptose devido ao aumento na expressao da proteina
pré-apoptética Bax com concomitante reducdo de Bcl-2, um fator anti-apoptotico. Os
autores relacionaram tais eventos com a capacidade da curcumina em reduzir a
fosforilacdo de ERK e de p38MAPK. A curcumina, também na linhagem MCF-7, é
capaz de reduzir a expressdo de ERK fosforilada em células resistentes ao
guimioterapico cisplatina, sensibilizando as células a esse farmaco (ZOU et al.,
2018).0utros modelos também evidenciaram a capacidade da curcumina em modular
a atividade da via MAPK, através da reducgédo de fosforilagdo de ERK, como em
linhagens de cancer pacreatico (BXPC3 e Panc-1) (CAO et al., 2016) e nasofaringeo
(CNE-22) (XIE; WU; TANG, 2014). Na linhagem MDA-MB-231, um modelo triplo-

negativo de cancer de mama, a curcumina reduziu a capacidade de invasdo, bem
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como a expressdao de MMP-9, efeitos também relacionados com a reducdo da
fosforilacdo de ERK (MO et al., 2012).

Apesar da curcumina apresentar promissora atividade antitumoral, sua baixa
solubilidade (0,4 pg/mL pH=7,3) e biodisponibilidade (50ng/12g) limita sua translacéo
clinica (TEITEN, DICATO e DIEDERICH, 2014; YALLAPU, JAGGI & CHAUHAN,
2012; PRASAD, TYAGI & AGGARWAL, 2014). Para superar esses desafios, estudos
tém sido conduzidos para obter novos analogos que apresentem atividade igual ou
superior a observada para a curcumina, mas que possam apresentar um melhor perfil

de solubilidade e biodisponibilidade.

Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, 8 substancias
sintéticas foram obtidas, as quais contém um dominio de analogia a curcumina. Dentre
elas, 3 substancias (PQM-162, PQM-163 e PQM-164) inibiram significativamente a
proliferacé@o de células derivadas de cancer de mama que expressam receptores para
estrogénio (RE+) (MCF-7) (SILVA et al., 2018). No mesmo estudo, foi demonstrado
gue a molécula PQM-162 inibe a proliferacao devido a sua capacidade de modular a
expressao de genes criticos para a transicdo G2/M e para a progressao pelas fases
iniciais da mitose. Contudo, né&o foi explorado ainda a influéncia das substancias PQM-
163 e PQM-164 sobre o comportamento proliferativo de células MCF-7 e tampouco
sobre outras linhagens que ndo expressam receptores de estrogénio. Dessa forma, o
presente estudo objetivou avaliar os efeitos dessas substancias sobre linhagens

celulares derivadas de cancer de mama com diferentes caracteristicas genéticas.
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3 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novas propostas terapéuticas para o cancer de mama €
relevante considerando que a doenca representa a primeira causa de morte por
cancer entre as mulheres no mundo e no Brasil. Aproximadamente 75% dos tumores
mamarios expressam receptores para estrogénio (RE+) e as terapias hormonais
representam o tratamento adjuvante de escolha. Contudo, alguns tumores sé&o
resistentes ou tornam-se resistentes as drogas utilizadas convencionalmente nas
propostas terapéuticas. Além disso, os tumores que apresentam perfil triplo-negativo,
mesmo menos incidentes, S40 mais agressivos e possuem menos opcgoes
medicamentosas para o tratamento. Portanto, € necesséria a identificacdo de novos
compostos que sejam mais efetivos no tratamento do cancer de mama ou que possam

atuar como adjuvantes nas terapias ja existentes.

7

Essa proposta é subsidiada por estudos prévios do nosso laboratério que
mostraram promissora atividade antitumoral de um derivado da curcumina, a molécula
PQM-162, sobre células de cancer de mama MCF-7, que expressam o receptor de
estrogénio (SILVA et al., 2018). Entretanto, ndo foram conduzidos estudos acerca da
atividade antitumoral nesta linhagem com as moléculas PQM-163 e PQM-164 assim
como ndo h& estudos que relacionam os efeitos destas moléculas nas linhagens triplo-
negativo Hs578t e MDA-MB-231. Novos estudos devem ser realizados afim de avaliar
0S mecanismos moleculares relacionados com atividade antitumoral previamente
observada, buscando elucidar os efeitos das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-
164 em células de cancer de mama MCF-7, Hs578t e MDA-MB-231.
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4 OBJETIVOS

Nesta secado serdo descritos 0s objetivos gerais e especificos deste trabalho.

4.1 Objetivo geral

Investigar os mecanismos biologicos relacionados a atividade antiproliferativa

e/ou citotéxica das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 sobre células
derivadas de diferentes subtipos de cancer de mama (MCF-7, Hs578t e MDA-MB-

231).

4.2 Objetivos especificos

b)

Sao objetivos especificos deste trabalho:

Avaliar a influéncia das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 sobre o
comportamento proliferativo e/ou citotoxico das linhagens celulares estudadas

em curto e médio prazo;

Investigar a possivel influéncia das substancias sobre a via de sinalizacdo
RAS/RAF/MEK/ERK, que normalmente encontra-se alterada em tumores de
mama;

Verificar se a atividade citotoxica das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-
164 estéo relacionadas a inducao de apoptose ou a outro tipo de morte celular;
Avaliar os efeitos das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 sobre células
MCF-7 resistentes a doxorrubicina;

Avaliar se 0 uso combinado de PQM-162, PQM-163 e PQM-164 com a
doxorrubicina é capaz de sensibilizar a linhagem resistente ao tratamento com

a doxorrubicina.
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f) Avaliar se as moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 sdo capazes de
modular a expressao de genes criticos para a mitose, como ciclina B1, p21,

aurora A, aurora B e PLK1, bem como genes que regulam a apoptose, como
Bax e Bcl-2.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Linhagem celular e condi¢cdes de cultivo

O presente estudo utilizou linhagens celulares derivadas de diferentes subtipos
de cancer de mama (MCF-7 (RE*); Hs578t (RE") e MDA-MB-231 (RE") e a linhagem
ndo-tumoral de queratindcito (HaCaT), derivadas de pele humana normal. As
linhagens foram adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro. As células
foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco, Sigma,
CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, SP, Brasil) e
mantidas em estufa a 37°C, contendo 5% de CO,. As subculturas foram feitas a cada

dois dias e estoques foram armazenados em nitrogénio liquido.

5.2 Origem das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164

As moléculas PQM-162 ((E)—3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-N'-(4-
methoxybenzylidene) acrylohydrazide; peso molecular: 326,12) (Figura 6A), PQM-163
((E)-N’-(3,5-dimethoxybenzykidene)-3-(4-hydroxy-3-metoxyphenyl) acrylohydrazide;
peso molecular: 356,14) (Figura 6B), e PQM-164 ((E)-N'-(4-hydroxy-3-
methoxybenzylidene)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) acrylohydrazide; peso
molecular: 342,14) (Figura 6C) foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. Claudio
Viegas Junior, docente da Universidade Federal de Alfenas e pesquisador na area de
quimica medicinal no Laboratério de Pesquisa em Quimica Medicinal (PeQuim) da
Universidade Federal de Alfenas. Os compostos sintéticos foram planejados e
sintetizados utilizando estratégias de hibridacdo molecular. Foram utilizados
espacadores com caracteristica polar objetivando melhorar a solubilidade das
moléculas em meio aquoso (FREITAS-SILVA et al., 2018). As moléculas foram
solubilizadas em DMSO (solucdo-estoque, concentragcdo de 20mM). Além das
moléculas de estudo, foi utilizado a molécula curcumina (SIGMA®) também diluida em
DMSO (solugcédo-estoque, concentracdo de 20mM) e a molécula doxorrubicina
(SIGMA®) diluida em PBSA estéril (solucdo-estoque, concentracdo de 0,18mM).



43

Figura 6 — Estrutura molecular das moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164
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Fonte: adaptado de FREITAS-SILVA et al., 2018
Nota: estrutura das moléculas PQM-162 (A), PQM-163 (B) e PQM-164 (C).

5.3 Analise de viabilidade por ensaio colorimétrico (MTS)

A viabilidade celular foi avaliada por MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio); (Promega Corporation, Madison,
WI, USA). Este ensaio € baseado na conversdo enzimatica (desidrogenases) do sal
tetraz6lio em formazano, o qual absorve luz a 490 nanbmetro (nm). A taxa de
absorbancia é diretamente proporcional ao nimero de células vivas. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos, utilizando inéculo de 1 x 10* células por poco para
as linhagens MCF-7, Hs578t e HaCaT e 5 x 102 para a linhagem MDA-MB-231. Para
as linhagens tumorais, as substancias foram utilizadas nas concentra¢des 12,5, 25,
50, 100, 200 e 400 uM. Ja para a linhagem HaCaT, as substancias foram usadas nas
concentracgdes de 125, 250, 500, 1000 e 2000 pM. Os valores de absorbancia obtidos

nas amostras tratadas foram comparados com os valores de absorbancia das
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amostras controles. Os experimentos foram realizados em quadruplicata. Os dados
apresentados representam a meédia + o desvio padrdo (DP) de 3 experimentos
independentes. Os valores de ICso foram obtidos utilizando o software GraphPad
Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). O indice de seletividade
foi calculado usando a seguinte formula: ICso encontrado em células normais / ICso em

encontrado células tumorais.

5.4 Curva de crescimento e ensaio de exclusdo com Azul de Tripano

As células foram semeadas em placas de 35mm de diametro, com inéculo de
2 x 10° células nas linhagens MCF-7 e Hs578t e de 1 x 10° para a linhagem MDA-MB-
231. ApGs adesao, as células foram tratadas com as moléculas nas concentracfes de
25 uM e 50 uM. Apés 24, 48 e 72 horas de tratamento, as células foram coletadas por
digestdo enzimatica (Tripsina/EDTA, Sigma). As amostras foram centrifugadas a 1000
rpm por 5 minutos e o precipitado foi homogeneizado em 100 uL de PBS pH7,4 0,01M.
Apbs homogeneizacao das amostras, 100 pL de azul de tripano (0,4%) foi adicionado
a 100 pL suspenséo celular. Em seguida, células viaveis (ndo-coradas) e ndo-viaveis
(azuis) foram contadas na camara de Neubauer. Os experimentos foram feitos em
triplicata e os dados apresentados representam a média + desvio padrdo de 3

experimentos independentes.

5.5 Ensaio de Capacidade Clonogénica

Células em baixa densidade (200 células por placa) foram semeadas em placas
de 35mm de diametro. Apds aderéncia, as culturas foram tratadas por 24 horas com
as moléculas nas concentracdes de 25 puM e 50 uM. As células foram mantidas em
meio fresco sem as moléculas pelos 14 dias subsequéntes em estufa a 37°C,
contendo 5% de CO,. Apés o periodo de recuperagdo (14 dias), as células foram
lavadas com PBSA, fixadas por 30 minutos com Metanol P.A (Sigma Aldrich LTDA,

Brasil) e coradas com solucédo de Violeta Genciana 5% (Farmax®), por 5 minutos,
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sendo lavadas em seguida com agua destilada. A contagem do nimero de col6nias
foi realizada com auxilio de Estereomicroscopio (ZEISS Stemi 305) utilizando aumento
de 4x. Foram consideradas somente as col6nias que apresentam no minimo de 50
células. Os dados sédo apresentados como média + DP de 3 experimentos

independentes.

5.6 Quantificacdo de DNA para analise da progressao no ciclo celular

As células foram semeadas em placas de 35mm de diametro, utilizando in6culo
de 2 x 10° células por placa para as linhagens MCF-7 e Hs578t e de 1 x 10° para a
linhagem MDA-MB-231. Apds tratamento por 24 e 48 horas na concentracdo de 50
UM, as células foram coletadas por digestao enzimética (Trypsin-EDTA solution/Sigma
Aldrich LTDA, Brasil) e transferidas para tubos Falcon. O precipitado de células foi
obtido por centrifugacdo (5 minutos a 1500 rpm) e na sequéncia as células foram
fixadas com etanol gelado (75% em PBSA-Salina fosfato tamponada) por 30 minutos.
Apo6s nova centrifugacdo, as células foram coradas por 1 hora em uma solucéo
contendo PBSA, RNAse (1,5 mg/mL) e lodeto de Propidio (90 pg/mL) (Guava
Technologies, Merck Millipore). As amostras foram analisadas no citbmetro de
fluxo(Guava Mini EasyCyte, 8HT) utilizando-se o software GuavaSoft 2.7. onde 10000
eventos foram registrados em cada replicata. Os dados sédo apresentados como média

+ DP de 3 experimentos independentes.

5.7 Determinacédo da frequéncia de Mitoses

As células foram semeadas em placas de 35mm de diametro sob laminula
estéril com in6culo de 2 x 10° células nas linhagens MCF-7 e Hs578t e de 1 x 10° para
a linhagem MDA-MB-231. Ap6s adesao, as células foram tratadas com as moléculas
nas concentracdes de 25 uM e 50 puM por 24 e 48 horas. Ao término do tratamento,
as culturas foram lavadas com PBSA e coradas com Alaranjado de Acridina (Sigma
Aldrich LTDA Brasil) na concentracdo de 100upg/mL. Imagens foram obtidas ao

microscoépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada
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(Digital  Sight-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de imagens (NIS-
elements/Nikon/Japan). Foram registradas imagens de campos aleatorios da lamina
e foram contadas 300 células por amostra. Os dados foram apresentados com a média

+ DP de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

5.8 Preparacdes citologicas fluorescentes exibindo elementos do citoesqueleto

Foram obtidas preparacdes citoldégicas evidenciando elementos da
citoesqueleto (microfilamentos e microtubulos). As células da linhagem MCF-7 foram
semeadas em placas de 35mm de diametro (2x10° células/placa) sobre laminula. As
amostras foram tratadas com as moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 (50 uM),
por 24 horas. Ao término do tratamento, as células foram fixadas em solugdo na
concentracdo de 3,7% de formaldeido por 30 minutos e incubadas com Triton X-100
(0,5%) por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram incubadas com anti-
tubulina (1:50, Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) a 4° C pernoite. No dia
seguinte, apés lavagens em PBSA, as amostras foram incubadas com anticorpo
secundario (anti-lgG de camundongo ou anti-IgG de coelho, 1:100, Sigma) conjugado
a fluoresceina por 2 horas. Para analise de F-Actina, as amostras foram coradas com
faloidina conjugada a TRITC (Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos). Os nucleos
foram contracorados com DAPI (4',6-Diamidino-2'-Phenilindol diidrocloreto, Sigma-
Aldrich, Califérnia, Estados Unidos). As laminas foram montadas com Vecta Shield®
e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera
digital acoplada (Digital Sight-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de imagens
(NIS-elements/Nikon/Japan), aumento 400x e microscopia confocal (Nikon) no
aumento de 600x.

A determinacédo da frequéncia de células nas sub-fases da mitose (Figura 5) foi
realizada a partir das preparacdes fluorescentes exibindo marcacées para o DNA,

microtubulos e filamentos de actina.



47

Figura 7 — Imagens ilustrativas de células em divisao e as diferentes fases da mitose

1=

Fonte: adaptado de AZEVEDO-BARBOSA et al., 2019
Nota: (A) préfase; (B) prometafase; (C) metafase; (D) anafase; (E) teléfase. Imagens obtidas em
microscopia confocal (Niklon). Aumento de 60x.

5.9 Ensaio de morte por dupla coloragcdo com Alaranjado de Acridina e Brometo
de Etidio

As linhagens foram semeadas em placas de 35mm de diametro, sobre
laminula, cujo inéculo foi de 2 x 10° células por placa para as linhagens MCF-7 e
Hs578t e de 1 x 10° para a linhagem MDA-MB-231. Apés aderéncia, as células foram
tratadas com as moléculas nas concentracdes de 25 uM e 50 uM pelo periodo de 24
e 48 horas. Apos o periodo de tratamento, as células foram lavadas com PBSA a 37°C
e coradas com solugao contendo alaranjado de acridina (Sigma Aldrich LTDA Brasil)
e brometo de etidio (Sigma Aldrich LTDA Brasil), ambos na concentracdo de 100
pg/mL, por 10 minutos em temperatura ambiente. Apés incubacéo, as células foram
lavadas em PBSA a 37°C, as laminulas montadas em laminas histolégicas e levadas
ao microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital
acoplada (Digital Sight-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de imagens (NIS-
elements/Nikon/Japan) para andlise em objetiva de 400x.

Foram contadas 300 células por amostra. A analise foi baseada na

permeabilidade ao brometo de etidio e o alaranjado de acridina, bem como no aspecto
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morfoléogico do ndcleo (MOGHTADERI; SEPEHRI; ATTARI, 2017). Foram
consideradas células vivaveis (nucleo levemente corado em verde), células em
apoptose inicial (nucleo intensamente corado em verde, cromatina altamente
condensada), células em apoptose tardia (nucleo alaranjado com cromatina
condensada) e células em necrose (nucleo uniformemente e intensamente corado em
vermelho) (Figura 6). Os experimentos foram feitos em triplicada e os dados

apresentados representam a meédia + DP de 3 experimentos independentes.

Figura 8 — Imagens fluorescentes representativas do ensaio para deteccao de morte

celular

A B

Fonte: do autor.

Nota: (A) células viaveis; (B) células em apoptose inicial - seta cheial; (C)
células em apoptose tardia - seta; (D) células em necrose - asterisco.
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5.10 Ensaio de AnexinaV/ 7-AAD

O ensaio foi realizado utilizado o Kit Guava Nexin Reagent (Merck/millipore) de
acordo com instrucdes do fabricante. As amostras foram tratadas com PQM-162,
PQM-163 e PQM-164 (50 uM), por 24 horas na linhagem MCF-7 e por 48 horas na
linhagem Hs578T. ApoOs o tempo de tratamento, as ceélulas foram coletadas por
digestdo enzimética (Trypsin-EDTA solution/Sigma Aldrich LTDA, Brasil),
centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, lavadas em PBSA gelado e homogeneizadas
em solucdo contendo anexina conjugada a FITC e 7-AAD. As amostras foram
incubadas por 20 minutos, protegidas da luz em temperatura ambiente e a analise foi
feita no citbmetro fluxo (Guava Mini Easy Cyte, 8HT) através do software GuavaSoft
2.7. onde foram regostrados 5000 eventos em cada replicata. Os dados apresentados

referem-se a média = DP de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

5.11 RT-PCR

As células, da linhagem MCF-7, foram semeadas em placas de com 35 mm de
diametro a uma densidade de 2 x 10° células por placa e tratadas com as moléculas
na concentracdo de 40 uM (PQM0162) e 50 uM (PQM-163 e PQM-164). As células
foram coletadas por digestdo enzimética e apds centrifugacdo (1000 rpm por 5
minutos a 4°C), o precipitado de células foi ressuspendido em 350uL de tampéo de
lise do kit RNeasy Mini® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA).

As amostras foram armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do RNA.
O RNA total de cada grupo experimental (n=4) foi extraido utilizando o kit RNeasy
Mini® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de acordo com as instrucdes do fabricante
e, entdo, eluido em 30 pL de agua livre de RNase. A concentracao de RNA total das
amostras foi mensurada através do espectrofotometro NanoDrop® ND 1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Em seguida 1 ug de RNA total foi
incubado com DNase (1U; Invitrogen, Sado Paulo, SP, Brasil) para eliminacdo de
possivel contaminacdo com DNA gendmico e entdo submetido a reacdo de

transcricao reversa (RT) utilizando Randon primers e High Capacity cDNA Reverse



50

Transcription Kit® (Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os reagentes foram incubados a 25°C por 10 min, 37°C por

120 min e entdo, 85°C por 5 min para a inativagao da enzima.

A abundancia de mRNA dos genes alvos (BAX, BCL-2, AURKA, AURKB,
CCNB1, CDNK1, PLK1 e ACTB) foi investigada através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o termociclador ABI Prism7500® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o protocolo de amplificacdo do kit Power Syber
Green Master Mix® (Applied Biosystems).

Os valores de expressao dos genes alvos foram normalizados pela expresséo do
gene constitutivo B-actina. A abundancia relativa de RNAm de cada gene foi calculada
utilizando o método AACt com correcdo da eficiéncia e utilizando uma amostra
controle como calibradora (Pfaffl, 2001). Os valores médios de eficiéncia para cada
gene foram calculados através do perfil de amplificacdo de cada amostra utilizando-
se o programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003).

Tabela 1 - Sequéncia de bases dos primers utilizados na PCR em tempo real.

GENE | SEQUENCIA DE PRIMER
AURKA F 5- TCTTCACAGGAGGCAAATCCA-3

R 5-AATAAGTTACACACTCACTCAGGTACTA-3’
AURKB F 5-AAAGAGCCTGTCACCCCATC-3

R 5-CGCCCAATCTCAAAGTCATC-3'
CCNBL1 (Cilnina B1) F 5- GTACCCTCCAGAAATTGGTGA-3’
R 5- GACTACATTCTTAGCCAGGTG-3’

CDKN1A (p21) F: 5-CCATAGCCTCTACTGCCACCATC-3'
R 5-GTCCAGCGACCTTCCTCATCCA-3'
PLK1 F 5-CCTGCACCGAAACCGAGTTAT-3'
R 5-CCGTCATATTCGACTTTGGTTGC-3'
BCL-2 F:5'-CAGAAGTCTGGGAATCGATCTG-3'
R:5-AATCTTCAGCACTCTCCAGTTATAG-3'
BAX F:5-TTCCTTACGTGTCTGATCAATCC-3’
R:5-GGGCAGAAGGCACTAATCAA-3'
ACTB (B-actina) F:5'- AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’

R: 5-AGCACTGTGTTGGCGTACAG — 3
Fonte: FREITAS-SILVA et al., 2018; CALDAS et al., 2018.

5.12 Imunoblot

As células das linhagens MCF-7 e Hs578t foram semeadas em placas de

100mm de didmetro e tratadas nas concentragdes de 25 e 50 uM por 24 horas (MCF-
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7) e na concentracdo de 50 UM por 24 e 48 horas (Hs578t). As células foram
homogeneizadas em tampéao RIPA (NaCL 150mM, NP-40 1,0 %, acido deoxicolato de
soédio 1% em TrissHCL 50 mM, pH= 7,5) contendo inibidores de proteases na
concentracéo final de 2% (mix da Sigma Aldrich LTDA, Brasil). Apés centrifugagéo a
14.000 g por 10 minutos o sobrenadante foi coletado e aliquotas foram separadas
para quantificacdo pelo método BCA (GE Healthcare). A leitura da absorbancia foi

realizada por espectofotdmetro utilizando o comprimento de onda de 562 nm.

As amostras foram diluidas em tampao de amostra 4x (Tris 0,5 M — pH 6,8, 4
ml de glicerol, SDS 10%, azul de bromofenol 1% e beta-mercaptoetanol 1% em agua
deionizada) e aquecidas (100°C) por 5 minutos. O fracionamento das proteinas foi
realizado em minigel de poliacrilamida 12% com SDS (2,5 horas a 100V). Em cada
poco foi colocado 50 ug de proteina total. A transferéncia para membrana de PVDF
(Amersham Pharmacia) foi realizada por 1,5 horas a 250mA em tampéao (Tris 0,025
M, glicina 0,192 M e metanol a 20% em &agua destilada). Apds a transferéncia das
proteinas, a membrana foi corada em solucdo de Ponceau 0,5% por 5 minutos para
verificar a eficiéncia da transferéncia. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes em
TBS (solucdo salina tamponada com Tris) a 0,02 M (10 minutos cada lavagem). O
bloqueio foi realizado com TBS a 0,02 M contendo leite desnatado (Molico — Nestlé) a
5% e tween 20 (Sigma Aldrich LTDA, Brasil) a 0,05% por 1 hora a temperatura

ambiente sob agitacao.

Os anticorpos primarios para deteccdo de Ciclina B1, ERK, p-ERK, e a-tubulina
foram diluidos em solucdao de bloqueio na concentracdo de 1:200 e a membrana
incubada com os diferentes anticorpos, por 12 h, a 4°C sob agitacdo. Apds sucessivas
lavagens com TBS e TTBS (Tampao tris-salina acrescido de 0,1% de tween 20), a
membrana foi incubada com anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo ou de
coelho (1:1000) (Kit ECL®, Amersham Pharmacia), lavada novamente e revelada por
guimioluminescéncia (ECL®, Amersham Pharmacia). Para a remarcacdo, foi
realizado a remogao da marcagao anterior utilizando solugdo de stripping (-
mercaptoetanol; SDS; Tris). Apds sucessivas lavagens, foi feito a incubagcdo com
anticorpo primario, secundario e revelacdo. Os resultados foram registrados em filme
Hyperfilm Amershan. A quantificagdo das bandas foi realizada usando ImageJ (Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).
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5.13 Estabelecimento de uma linhagem resistente a doxorrubicina (DXR) - MCF-
7DXR-R

A fim de estabelecer uma linhagem de cancer de mama MCF-7 resistente a
DXR, as células foram cultivadas em DMEM (Meio Minimo de Eagle modificado por
Dulbecco, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS,
Cultilab, SP, Brasil), mantidas em estufa a 37°C, contendo 5% de CO, e expostas a
concentracdes crescentes de doxorrubicina (0,1 M a 2 uM) pelo periodo de 6 meses.
O calculo da concentragcdo necessaria para reduzir a viabilidade celular em 50% (ICso)
foi realizado no inicio da exposicdo a DXR e foi obtido no final dos seis meses de

exposicao, para evidenciar que as células tornaram-se resistentes (Al et al., 2012).

5.14 Ensaios de sensibilizacdo a DXR usando a linhagem MCF-7PXRR

Com o objetivo de avaliar a capacidade das moléculas PQM-162, PQM-163 e
PQM-164 em sensibilizar células MCF-7 resistentes a doxorrubicina (MCF-7PXRR),
foram realizados ensaios sensibilizacdo, os quais foram baseados no método de
Chou-Talalay e envolvem ensaios de viabilidade celular em esquemas definidos de
tratamento. O ensaio consiste em verificar se o efeito do tratamento de duas ou mais
moléculas e/ou farmacos, em modelos experimentais in vitro ou in vivo, Sdo sinérgicos,
aditivos ou antagonicos.

Trés delineamentos experimentais foram propostos: pré-tratamento por 24
horas com as moléculas PQM-162, PQM-163 ou PQM-164 seguido pelo tratamento
com a DXR por 24 horas (Figura 9A); pré-tratamento com a DXR por 24 horas seguido
pelo tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-163 ou PQM-164 por 24 horas
(Figura 9B); ou o co-tratamento com a DXR e as moléculas PQM-162, PQM-163 ou
PQM-164 por 24 horas (Figura 9C).
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Figura 9 — Delineamento experimental dos ensaios de sensibilizacdo a doxorrubicina.
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Fonte: do autor.

Primeiro determinou-se o ICso das moléculas PQM-162, PQM-163, PQM-164 e
da DXR na linhagem MCF-7°XRR A partir dos dados de ICso obtidos, foram
determinadas as seguintes razdes: ICso (PQM-162, PQM-163 ou PQM-164)/ICso
(DXR). Dessa forma, foram determinadas 5 concentracdes de uso para cada molécula
nos ensaios de sensibilizacdo tendo como referéncia a DXR. Os dados foram
analisados utilizando o software CalcuSyn 2.0. Apdés a andlise, foi obtido o CI
(combination index — indice de combinacdo) e, através deste dado, é possivel
determinar, para cada concentracao utilizada, se o tratamento foi sinérgico, aditivo ou
antagonico (Tabela 2) (CHOU; 2006; CHOU, 2008; CHOU; 2010).

Tabela 2 — Andlise do indice de combinagéo

indice de Combinacio \ Descricao \ Simbolo
<0,1 sinergismo muito forte +++++
0,1-0,3 forte sinergismo ++++
0,3-0,7 Sinergismo +++
0,7 - 0,85 moderado sinergismo ++
0,85-0,9 leve sinergismo +
09-11 Aditivismo *
1,1-1,2 leve antagonismo
1,2-1,45 moderado antagonismo - -
1,45- 3,3 Antagonismo ---
3,3-10 forte antagonismo ----
> 10 antagonismo muito forte =~ -----

Fonte: adaptado de CHOU, 2010
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5.15 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram apresentados como a média + desvio padrao
(DP). Diferencas significativas foram evidenciadas de acordo com a andlise de
variancia one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de comparacdes multiplas de
Tukey. O software usado foi o GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA).
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6 RESULTADOS

Na proxima secdo serd descrito os resultados obtidos durante o

desenvolvimento do projeto.

6.1 Andlise de viabilidade por ensaio colorimétrico (MTS)

Os resultados obtidos por MTS mostraram que a viabilidade celular foi
significantemente reduzida em culturas tratadas por 48 horas com as moléculas PQM-
162, PQM-163 e PQM-164 (Figura 10). A capacidade das moléculas em reduzir a
viabilidade varia em decorréncia da linhagem celular utilizada, sendo que a linhagem
MCF-7 foi a mais sensivel aos tratamentos (Figura 10 e Tabela 3). Além disso, foi
observado que a eficiéncia na reducdo da viabilidade celular dependente da

concentracao utilizada (Figura 10).

Na linhagem MCF-7, as moléculas PQM-162 e PQM-163 reduziram a
viabilidade mais eficientemente que a curcumina. Esse efeito foi muito proeminente
guando as concentracdes de 25 e 50 uM foram usadas. A molécula PQM-164 teve

efeito semelhante ao observado para a curcumina (Figura 10A).

Na linhagem MDA-MB-231, as moléculas PQM-162 e PQM-164 foram mais
eficientes em reduzir a viabilidade quando comparado com a PQM-163. O efeito desta

ultima foi semelhante ao observado para a curcumina (Figura 10C).

Na linhagem Hs578T, as moléculas PQM-162 e PQM-163 apresentaram um
perfil de atividade parecido com o observado para a curcumina, embora a taxa relativa
de viabilidade tenha sido menor em culturas tratadas com a substancia PQM-162 (20
puM) e PQM-163 (50 uM) quando comparado com a curcumina. De forma interessante,
a substancia 164 foi muito mais eficiente que a curcumina em reduzir a viabilidade em
culturas de células Hs578t quando concentra¢des superiores a 25 uM foram utilizadas
(Figura 10B).
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Figura 10 — Viabilidade celular determinada por MTS ap6s 48 horas de tratamento.
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Fonte: do autor

As substéancias estudadas foram testadas em queratinécitos derivados de pele
humana normal, a linhagem HaCaT (Figura 10D). Os dados mostraram que, no geral,
os perfis de citotoxicidade de PQM-162 e PQM-163 foram semelhantes aos
observados para a curcumina, embora a viabilidade relativa tenha sido menor nas
culturas tratadas com PQM-162 (25 pM) e PQM-163 (50 pM) em comparacdo a

curcumina. A substancia PQM-164, em concentra¢des superiores a 25 uM apresentou
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maior eficiéncia em reduzir a viabilidade na linhagem HaCaT quando comparada com
as substancias PQM-162, PQM-163 e a curcumina. Contudo, o perfil citotoxico de
todas das substancias avaliadas foi menor em relagdo ao observado para a DXR, um
farmaco comumente utilizado em protocolos quimioterapicos, especialmente em

tumores de mama metastaticos.

Tabela 3 - Valores de ICso + DP (uUM) determinados a partir dos resultados obtidos no
ensaio de viabilidade (MTS)

MCF-7 MDA-MB-231 Hs578t HaCaT

PQM162 50,34 +1,75 97,18+2,32 125,10+3,16 537,80+ 22,00
PQM163 42,28+1,49 161,50+4,89 173,70+8,97 384,10+9,81
PQM164 69,19+252 104,60+1,74 81,06+2,70 743,70+ 18,57
Curcumina 67,22+2,50 175,20+6,65 126,80+ 3,83 981,40 + 21,18

DXR 2,20+ 0,10 9,75+ 0,26 8,26 + 0,28 12,61 +£ 0,25

Fonte: do autor

Nota: C: curcumina; DXR: doxorrubicina.

O indice de seletividade, cujo célculo € obtido pela razéo entre o ICso obtido na
linhagem normal e o ICso obtido na linhagem tumoral € um bom indicativo do potencial
uso das moléculas testadas em ensaios clinicos. indices maiores que dois indicam
boa seletividade (SUFFNESS; PEZZUTO; HOSTETTMANN, 1991). Os indices de
seletividade obtidos das trés moléculas nas linhagens testadas foram
significativamente maiores em relacdo ao indice de seletividade encontrado para a
DXR.

Tabela 4 — indices de seletividade.

| MCF-7 MDA-MB-231 | Hs578t

PQM162 10,68 5,53 4,30
PQM163 9,08 2,38 2,21
PQM164 10,75 7,11 9,17
DXR 5,73 1,29 1,53

Fonte: do autor.

Nota: DXR: doxorrubicina; O indice de seletividade foi calculado usando a seguinte
formula: 1Cso encontrado em células normais/ICso em encontrado em células
tumorais.
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6.2 Curva de crescimento e ensaio de exclusdo com azul de tripano

Células viaveis e nao viaveis foram quantificadas apos 24, 48 e 72 horas de
tratamento com as substancias estudadas. Os dados obtidos mostraram que as
moléculas reduzem significativamente o nimero de células viaveis em todas as
linhagens estudadas, contudo os efeitos foram dependentes da concentracdo usada

e do tempo de tratamento (Figuras 11, 12 e 13).

Na linhagem MCF-7, as moléculas PQM-162 e PQM-163 tiveram um perfil
semelhante de atividade. Houve significativa reducdo no niamero de células viaveis
nas amostras tratadas em relagcdo aos grupos controles a partir de 24 horas de
tratamento (Figuras 11A e 11C). A molécula 164 reduziu significativamente o nimero
de células viaveis na linhagem MCF-7 somente a partir de 48 horas de tratamento
(Figura 11E). Ao quantificar o niumero de células nao viaveis, foi observado que todas
as culturas tratadas com as moléculas estudadas exibiam um numero,
significativamente, maior de células inviaveis quando comparadas aos grupos
controles (tratados com DMSO). Entretanto, o evento foi mais pronunciado nas
amostras tratadas com PQM-162 e PQM-163 em relacdo aquelas tratadas com 164
(Figuras 11B, 11D e 11F).

Na linhagem MDA-MB-231, houve reduc¢édo significativa do niumero de células
viaveis em culturas tratadas com PQM-162 e PQM-163 somente a partir de 48 horas
de tratamento. Em amostras tratadas com a molécula PQM-164 (50uM), foi possivel
detectar reducdo do numero de células viaveis a partir de 24 horas de tratamento
(Figuras 12A, 12C e 12E). Aumento significativo de células inviaveis foi observado
somente em culturas tratadas com PQM-162 (25 e 50 uM) por 48 e 72 horas, e PQM-
164 (50 uM) por 72 horas (Figuras 12B, 12D e 12F).
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Figura 11 — Ensaio de exclusao por azul de tripano na linhagem MCF-7.
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Figura 12 — Ensaio de exclusao por azul de tripano na linhagem MDA-MB-231.
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Nota: Os dados representam a média de 3 experimentos independentes, realizados em
triplicata. ***p<0,001 de acordo com a andlise de variancia ANOVA e p0s-teste
de Tukey.



Figura 13 — Ensaio de exclusao por azul de tripano na linhagem Hs578t.
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Nota: Os dados representam a média de 3 experimentos independentes, realizados em
triplicata. ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pés-teste
de Tukey.
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Na linhagem Hs578t, o perfil de atividade das moléculas foi parecido com o
observado para MDA-MB-231. Houve reducdo no numero de células viaveis, em
relacdo ao grupo controle, em culturas tratadas com PQM-162 e PQM-164 (48 e 72
horas), e PQM-163 (72 horas) (Figuras 13A, 13C e 13E). Aumento no numero de
células inviaveis foi observado em culturas tratadas com PQM-162 por 72 horas e
PQM164 a partir de 24 horas de tratamento, quando comparado ao grupo controle. A
molécula PQM-163 nado teve atividade citotdéxica sobre a linhagem Hs578t nas
condicbes experimentais testadas, uma vez que nao houve diferenca significativa
entre o numero de células inviaveis encontrado em amostras tratadas comparado ao

grupo controle (Figuras 13B, 13D e 13F).

6.3 Ensaio de capacidade clonogénica

O ensaio de capacidade clonogénica permitiu avaliar a eficiéncia das moléculas
estudadas em inibir a proliferacédo por periodos prolongados. De acordo com os dados
obtidos, PQM-162, PQM-163 e PQM-164 foram eficientes em reduzir o nimero de
colénias nas linhagens testadas, uma vez que menos colbnias foram observadas nas
amostras tratadas em relagdo aos grupos controles (Figuras 14, 15 e 16). O efeito das
substancias sobre a capacidade clonogénica foi dependente da concentracdo usada,

a exemplo do que foi observado nos ensaios de excluséo por azul de tripano.

Na linhagem MCF-7 a molécula PQM-163 foi mais eficiente em reduzir o
namero de colbnias, seguida pelas moléculas PQM-162 e PQM-164 (Figura 14). Na
linhagem MDA-MB-231, as moléculas PQM-162 e PQM-164 foram mais efetivas em
inibir a capacidade clonogénica relacdo a PQM-163 (Figura 15) e, na linhagem
Hs578t, as moléculas PQM-162 e PQM-163 parecem ter sido mais eficientes em
relagdo PQM-164 (Figura 16) em inibir a formacdo de colonias. Curiosamente,
colénias com diametros menores foram observadas nas amostras tratadas com as
substancias na concentracdo de 50 pM em relagcdo aos grupos controles,
especialmente nas linhagens triplo-negativas, contudo esse parametro ndo foi

quantificado.



Figura 14 — Ensaio de capacidade clonogénica na linhagem MCF-7.
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Figura 15 — Ensaio de capacidade clonogénica na linhagem MDA-MB-231.
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Nota: Andlise da capacidade clonogénica de células MCF-7 apds exposicdo de 24h.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e poés-
teste de Tukey. Fonte: do autor.
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Figura 16 — Ensaio de capacidade clonogénica na linhagem Hs578t.

DMSO 25 pM 50 uM

A

PQM-162

PQM-162

N° de Coldnias

B

PQM-163

PQM-163

N° de Colénias

C

PQM-164

PQM-164

Fonte: do autor.

Nota: Andlise da capacidade clonogénica de células MCF-7 apds exposicdo de 24h.
**p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a andlise de variancia ANOVA e p0s-teste de
Tukey.

6.4 Analise de progressao do ciclo celular

A analise de progressao do ciclo celular foi realizada apos 24 e 48 horas de
tratamento com as substancias PQM-162, PQM-163 e PQM-164 na concentracdo de
50 puM. A escolha desta concentracdo foi baseada nos resultados obtidos

anteriormente objetivando comparar a poténcia entre as substancias estudadas.

Nas culturas de MCF-7 tratadas com PQM-162 por 24 horas, houve um
aumento significativo da populacdo de células nas fases G2/M e sub-Gi,
acompanhado pela reducéo das populacdes nas fases Go/G1 e S quando comparados
com o grupo controle (Figura 17; Tabela 5). A observagao das culturas tratadas com
PQM-162 permitiu identificar muitas células arredondadas e refringentes, as quais
pareciam estar em fase de diviséo (Figura 17B). Nas culturas de MCF-7 tratadas com
PQM-163 (Figura 17C) e PQM-164 (Figura 17D) também houve um aumento
significativo nas populagdes G2/M e sub-G1, contudo o0 aumento néo foi tdo acentuado

como o observado nas culturas tratadas com PQM-162.
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Figura 17 — Analise da progressao do ciclo celular de células MCF-7 apés tratamento com as
moléculas por 24 horas na concentragéo de 50 pM.
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Fonte: do autor.

Nota: (painel & esquerda) Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase mostrando
0 aspecto morfolégico das culturas (aumento de 60X); (painel central) histogramas
representativos mostrando o perfil de distribuicdo das populac¢des celulares nas diferentes fases
do ciclo celular. marrom = sub-G1; rosa = GO/G1; verde = S; azul = G2/M. (a direita) andlise
quantitativa do ciclo celular. **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a andlise de varidncia ANOVA
e poOs-teste de Tukey.
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Tabela 5 — Frequéncia de células MCF-7 nas fases do ciclo celular, apés tratamento com moléculas
por 24 horas na concentracéo de 50 pM.

DMSO PQM-162 PQM-163 PQM-164

Sub-G1  0,47+0,15 4,61+2,13™ 1,03+0,07 ™ 1,88 +0,56™
Go/G1 53,07+2,18 21,92+3,15" 50,30+ 0,22 47,79 £ 2,70™
S 19,47 +3,15 9,41+ 3,26™ 6,39 + 0,50™ 7,8 £2,88™
G2/M 26,98 + 3,40 63,79+ 2,60*" 42,28 +0,40™ 42,53 +0,93™

Fonte: do autor.

Nota: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a andlise de varidancia ANOVA e poOs-teste
de Tukey.

As culturas de MCF-7 tratadas com PQM-164 por 48 horas exibiram um perfil
de distribuicdo semelhante ao observado nas culturas tratadas com 24 horas (Tabela
6 e Figura 18). Houve reducéo da populagédo Go/G1 e aumento nas populacdes G2/M
e sub-Gi. O aumento da populagéo sub-Gz, induzido pela PQM-164 na linhagem MCF-
7, apos 48 horas de tratamento, foi menos pronunciado em relacao ao observado para
PQM-162 e PQM-163. Este resultado corrobora com os achados no ensaio de
exclusdo com azul de tripano, os quais mostraram menor eficiéncia de PQM-164 em

induzir morte na linhagem MCF-7 em relacédo as moléculas PQM-162 e PQM-163.

Tabela 6 — Frequéncia de células MCF-7 nas fases do ciclo celular, apés tratamento com as
moléculas por 48 horas na concentragdo de 50 pM.

DMSO PQM-162 PQM-163 PQM-164
Sub-G1 1,09+0,11 9,02+0,69™ 6,80 £ 0,73™ 2,14+ 0,12
Go/G1 56,68 + 0,61 51,00 +1,65™ 54,65 + 1,45 48,71 + 1,03
S 12,83+0,69 8,17 £0,89™ 8,98 + 0,79™ 11,84 £ 0,92

G2/M 29,39+1,13 31,81 +0,57 29,57 £ 1,26 37,31+ 1,62™

Fonte: do autor.

Nota: ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pés-teste de Tukey.
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Figura 18 — Analise da progressao do ciclo celular de células MCF-7 apés tratamento com as
moléculas por 48 horas na concentragdo de 50 pM.
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Fonte: do autor.

Nota: (painel & esquerda) Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase mostrando
0 aspecto morfolégico das culturas (aumento de 60X); (painel central) histogramas
representativos mostrando o perfil de distribuicdo das populag8es celulares nas diferentes fases
do ciclo celular. marrom = sub-G1; rosa = GO/G1; verde = S; azul = G2/M. (a direita) analise
guantitativa do ciclo celular. *p<0,05; ***p<0,001 de acordo com a andlise de variancia ANOVA
e pos-teste de Tukey.

A dindmica de progresséo do ciclo celular néo foi afetada apds 24 horas
de tratamento com nenhuma das substancias estudadas na linhagem MDA-MB-
231 (Figura 19; Tabela 7).



Tabela 7 — Frequéncia de células MDA-MB-231 nas fases do ciclo celular, apés tratamento com
as moléculas por 24 horas na concentracdo de 50 pM.

DMSO PQM-162 PQM-163 PQM-164
Sub-Gi1 0,44 +0,22 0,68 + 25 0,56 + 0,43 0,43+0,15
Go/G1 45,80+ 1,45 45,85+0,88 46,95 + 0,38 47,36 £ 0,71
S 20,89+0,63 19,81+0,25 20,82 + 0,15 21,10 + 0,50
G2/M 32,87+0,85 33,66+ 0,90 31,66 + 0,26 31,11 + 0,60

Fonte: do autor

Figura 19 — Andlise da progresséo do ciclo celular de células MDA-MB-231 apds tratamento com
as moléculas por 24 horas na concentracéo de 50 pM.
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Fonte: do autor.

Nota: (painel a esquerda) Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase
mostrando o aspecto morfolégico das culturas (aumento de 60X); (painel central)
histogramas representativos mostrando o perfil de distribuicdo das populacdes celulares
nas diferentes fases do ciclo celular. marrom = sub-G1; rosa = GO/G1; verde = S; azul =
G2/M. (a direita) andlise quantitativa do ciclo celular.
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No entanto, apds 48 horas de tratamento, as substancias PQM-162 e
PQM-163 induziram reducdo da populacdo GO/G1 e aumento da populacéo
G2/M, sendo que o aumento na populacdo G2/M foi mais pronunciado em
culturas tratadas com PQM-162 quando comparada com a PQM-163. De modo
similar ao observado na linhagem MCF-7 apds 24 horas de tratamento, foram
observadas células arredondadas e refringentes nas culturas de MDA-MB-231
tratadas por 48 horas com PQM-162 (Figura 20; Tabela 8).

A dinamica de progresséao do ciclo celular na linhagem Hs578t nao foi
alterada apos 24 horas de tratamento com PQM-162 e PQM-163, as quais
induziram alteracdes somente apos 48 de tratamento (Figura 21 e 22; Tabelas 9
e 10). A PQM-162 reduziu a populacdo GO/G1 e aumentou as populagcdes S e
G2/M; ao passo que em culturas tratadas com PQM-163 houve reducdo das
populacdes GO/G1 e S, e aumento na populacdo G2/M em relacdo aos grupos
controles (Figura 21 e 22; Tabelas 9 e 10). A substancia PQM-164 induziu
alteragbes em ambos o0s tempos estudados, sendo que o efeito mais
pronunciado foi observado apds 48 horas de tratamento. Houve reducédo da
populacdo GO/G1 e aumento das populacdes S e G2/M quando comparadas aos
grupos controle (Figura 22; Tabela 10). De acordo com os dados apresentados,
a substancia PQM-164 foi mais efetiva em inibir a progresséo do ciclo celular na
linhagem Hs578t em relacéo as substancias PQM-162 e PQM-163.

Aumento na populagdo sub-G1 foi observado em todas as culturas de
Hs578t tratadas com PQM-162, PQM-163 e PQM-164 por 24 e 48 horas em
relacdo aos grupos controles, sendo que a frequéncia de células com DNA
fragmentado foi maior nas culturas tratadas por 48 horas comparadas as culturas

tratadas por 24 horas (Figuras 21 e 22; Tabelas 9 e 10).
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Células arredondadas e refringentes foram também observadas em culturas

Hs578t apds tratamento com PQM-162, a exemplo do que foi observado nas

linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 (Figuras 17 e 20, painel a esquerda).



Tabela 8 — Frequéncia de células MDA-MB-231 nas fases do ciclo celular, apés tratamento com
as moléculas por 48 horas na concentragdo de 50 pM.

DMSO PQM-162 PQM-163 PQM-164
Sub-Gi1 0,85+ 0,69 0,32+0,17 0,86 + 0,54 0,33 +0,38
Go/G1 49,55 + 0,83 46,98 + 0,24** 46,95 + 0,38** 49,36 £ 0,27
S 20,38 +0,21 19,10+ 0,85 19,48 £+ 0,41 20,45 + 0,26

G2/M 29,22 +0,20 34,52 +0,38*** 32,68 + 0,30** 29,56 + 0,56

Fonte: do autor.
Nota: **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pds-teste de Tukey.

Figura 20 — Andlise da progresséo do ciclo celular de células MDA-MB-231 apds tratamento com
as moléculas por 48 horas na concentracéo de 50 pM.
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Fonte: do autor.
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Nota: (painel a esquerda) Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase mostrando
0 aspecto morfolégico das culturas (aumento de 60X); (painel central) histogramas
representativos mostrando o perfil de distribuicdo das populag8es celulares nas diferentes fases
do ciclo celular. marrom = sub-G1; rosa = GO/G1; verde = S; azul = G2/M. (a direita) analise
guantitativa do ciclo celular. **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA

e pos-teste de Tukey.



Tabela 9 — Frequéncia de células Hs578t nas fases do ciclo celular, apds tratamento com as
moléculas por 24 horas na concentragdo de 50 pM.

DMSO PQM-162 PQM-163 PQM-164
Sub-G1 183+059 3,31+021** 331+ 0,54%* 3,66 + 0,42™
Go/G1  5070+0,37 49,71+186  48,08+0,58 47,23 + 0,50
S 16,49+ 0,43 17,03+ 1,12 17,68 + 0,52 13,66 + 0,57

Ga/M 30,98+0,43 30,82 +0,41 30,92 + 0,23 35,44 + 0,56™

Fonte: do autor.
Nota: ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.

Figura 21 — Analise de progresséo do ciclo celular de células Hs578T apds tratamento com as
moléculas por 24 horas na concentragéo de 50 pM.
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Nota: (painel a esquerda) Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase
mostrando o aspecto morfolégico das culturas (aumento de 60X); (painel central)
histogramas representativos mostrando o perfil de distribuicdo das populacdes celulares
nas diferentes fases do ciclo celular. marrom = Sub-G1; rosa = GO/G1; verde = S; azul =
G2/M. (a direita) analise quantitativa do ciclo celular. ***p<0,001 de acordo com a analise
de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.
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Tabela 10 — Frequéncia de células Hs578t nas fases do ciclo celular, apds tratamento com as
moléculas por 48 horas na concentragdo de 50 pM.

DMSO PQM-162 PQM-163 PQM-164

Sub-G1 266+0,32 4,96 +0,80* 6,59 + 0,68 4,43 + 0,97+
Go/G1  52,08+0,39 42,93 +0,48%* 44,99 +0,44™ 36,58 +0,75™
S 15,52 +0,29 19,32 +0,36*** 13,42 + 0,57 19,94 + 0,37
G2/M 28,84+ 0,21 32,78 +0,45** 3500+ 1,04** 39,06 + 0,57

Fonte: do autor.
Nota: ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.

Figura 22 — Analise de progresséo do ciclo celular de células Hs578T apds tratamento com as
moléculas por 48 horas na concentracéo de 50 pM.
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Fonte: do autor.

Nota: (painel a esquerda) Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase
mostrando o aspecto morfolégico das culturas (aumento de 60X); (painel central)
histogramas representativos mostrando o perfil de distribuicdo das popula¢bes celulares
nas diferentes fases do ciclo celular. marrom = Sub-G1; rosa = GO/G1; verde = S; azul =
G2/M. (a direita) analise quantitativa do ciclo celular. ***p<0,001 de acordo com a andlise
de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.
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6.5 Andlise da frequéncia de mitoses

Os ensaios de ciclo celular mostraram que as moléculas estudadas sao
capazes de influenciar a dinamica de progresséao do ciclo, e chama a atencéo o
acumulo de células nas fases G2/M. Porém, a analise de citometria de fluxo ndo
permite diferenciar se o bloqueio ocorreu na transigcédo G2/M ou na fase M. Assim,
esse aspecto foi elucidado com a determinacdo da frequéncia de mitoses. Os
resultados mostraram que, na linhagem MCF-7, as moléculas PQM-162, PQM-
163 e PQM-164 causaram um aumento significativo na frequéncia de mitoses
apos 24 horas de tratamento (Figura 23). Nas culturas de MCF-7, tratadas por
48 horas, foi observado aumento significativo na frequéncia de mitose apenas
em culturas tratadas com a molécula PQM-164 (Figura 23F). Os dados
corroboram com a analise de progressao do ciclo celular, onde, apos 24 horas
de tratamento, todas as moléculas foram capazes de induzir bloqueio na fase
G2/M, mas apés 48 horas apenas as culturas tratadas com a molécula PQM-164
apresentavam aumento significativo da populacédo G2/M.

O tratamento da linhagem MDA-MB-231 com PQM-162 (50 puM) por 24 horas
induziu discreto aumento na frequéncia de mitose quando comparado ao grupo
controle (Figura 24A). Porém, apos 48 horas de tratamento, ndo foram observadas
diferencas significativas (Figura 24B). Nao foram observadas alteracdes significativas
no percentual de mitoses em culturas tratadas com PQM-163 e PQM-164 quando

comparado com o grupo controle (Figuras 24C, 24D, 24E e 24F).

Na linhagem Hs578t, as moléculas PQM-162 (Figuras 25A e 25B) e PQM-163
(Figuras 25C e 25D) néo tiveram influéncia sobre a dindmica de progresséo na mitose.
No entanto, a molécula PQM-164 (50 uM) induziu significativo aumento na frequéncia
de mitose apo6s 24 horas de tratamento (Figura 25E). Foi também observada reducéo
significativa na frequéncia de mitoses em culturas de Hs578t tratadas com 25 uM por
48 horas.



74

Figura 23 - indice mitético determinado em culturas de MCF-7 ap0s tratamento com as moléculas PQM-
162, PQM-163 e PQM-164 por 24 e 48 horas.
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Figura 22 - indice mit6tico determinado em culturas de MDA-MB-231 apdés tratamento com as moléculas
PQM-162, PQM-163 e PQM-164 por 24 e 48 horas.
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Tukey.
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Figura 23 - indice mitético determinado em culturas de Hs578t apds tratamento com as moléculas PQM-
162, PQM-163 e PQM-164 por 24 e 48 horas.
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Fonte: do autor.

Nota: *p<0,05; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey.
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6.6 Determinacéo da frequéncia de células nas sub-fases mitose

Uma vez que o ensaio de ciclo celular mostrou aumento na populacédo de
células na fase G2/M apéds o tratamento por 24 horas com as moléculas PQM-162,
PQM-163 e PQM-164 na linhagem MCF-7 e que o indice mitético foi maior nas
culturas tratadas em relacdo aos grupos controle, preparacdes citolégicas
evidenciando DNA, microtubulos e microfilamentos foram obtidos para avaliar o
padréo de distribuicdo dos elementos do ciclo e determinar a frequéncia de células

nas diferentes fases da mitose.

Os dados mostram que, apés 24 horas, a molécula PQM-162 foi capaz de
induzir aumento significativo na frequéncia de células em profase, prometafase e na
metafase (Figura 26D), com concomitante redugéo de células na anéafase e tel6fase
(Figura 26A). Ja as moléculas PQM-163 e PQM-164 apenas induziram aumento da
populacao de células na metafase e de maneira mais discreta se comparado com a
molécula PQM-162.

Mitoses anormais, com fusos mitéticos monopolares foram
observadas apos o tratamento com a molécula PQM-162 (Figura 26G). Além
disso, foi possivel observar um grande numero de células com nucleo

fragmentado, indicativos de morte celular (Figura 26F).
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Figura 26 — Imagens fluorescentes mostrando o padréo de distribuicdo de elementos do citoesqueleto
e analise do indice mitético na linhagem MCF-7.
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Fonte: do autor.

Nota: (A) indice mitético determinado na linhagem MCF-7 apés 24 horas de tratamento com as
moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a
andlise de variancia ANOVA e pos-teste de Tukey. (B) células MCF-7 do grupo controle
evidenciando células em interfase. (C) células MCF-7 do grupo controle — anafase (seta) e
préfase (asterisco). (D) células MCF-7 do grupo controle — anafase em aumento maior. (E)
células MCF-7 tratadas com PQM-162 mostrando células em mitoses. (F) nucleos
fragmentados apoés tratamento com a molécula PQM-162. (G) Mitose anormal com fuso mitotico
monopolar induzida pela molécula PQM-162. (B; C; C) aumento de 60x. (D; F; G).
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6.7 Analise de morte por dupla coloracdo com alaranjado de acridina e brometo

de etidio

Aumento significativo na frequéncia de células em apoptose foi observado nas
culturas de MCF-7 tratadas com PQM-162, PQM-163 e PQM-164 em ambos os
tempos estudados (24 e 48 horas), indicando que a morte celular detectada pelo
ensaio de exclusdo com azul de tripano e por citometria de fluxo sdo decorrentes,
preferencialmente, da atividade pro-apoptética dessas moléculas (Figura 27).
Significativo aumento na populagéo de células em necrose também foi observada
em culturas de MCF-7 tratadas por 48h com PQM-162 e PQM-163 (50 uM), e PQM-
164 (25 e 50 uM), contudo o percentual de células necréticas foi muito menor em

relacdo ao percentual de células apoptoticas.

Atividade pro-apoptoética das moléculas estudadas também foi evidenciada nas
linhagens triplo-negativas (Figuras 28 e 29). Na linhagem MDA-MB-231, foi observado
aumento significativo na frequéncia de células apoptéticas em culturas tratadas com
PQM-162 por 24 e 48 horas, e culturas tratadas com PQM-163 e PQM-164 por 48
horas (Figura 28). Na linhagem Hs578t, as moléculas PQM-162 e PQM-163 foram
capazes de induzir apoptose somente em culturas tratadas por 48 horas, enquanto
PQM-164 induziu apoptose em culturas tratadas por 24 e 48 horas (Figura 29).
Aumento significativo da populacao de células necréticas foi observado somente em
culturas de Hs578t tratadas com 164 por 48 horas (Figura 29).

Em conjunto, a analise de morte celular evidenciou que as moléculas estudadas
tem eficiente atividade pro-apoptética sobre a linhagem MCF-7 e, mesmo em
concentracbes bem inferiores ao 1Cso determinado apos 48 horas de tratamento,

também induzem apoptose em células triplo negativas quando usadas por 48 horas.
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Figura 27 — Analise de morte celular determinada por dupla coloracdo com alaranjado de acridina e
brometo de etidio apés 24 e 48 horas de tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-
163 e PQM-164 na linhagem MCF-7.
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PQM-162 PQM-163 PQM-164 PQM-162 PQM-163 PQM-164
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PQM-162

PQM-163

PQM-164

Fonte: do autor.

Nota: (A) andlise de morte celular. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia
ANOVA e poés-teste de Tukey. (B) Imagens fluorescentes representativas mostrando o perfil de
marcacao para alaranjado de acridina (verde) e para o brometo de etidio (vermelho). Seta larga:
apoptose inicial; seta: apoptose tardia; asterisco: células em necrose. DXR: doxorrubicina (1
uM) foi usada como controle positivo.
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Figura 28 — Analise de morte celular determinada por dupla coloracdo com alaranjado de acridina e
brometo de etidio apos 24 e 48 horas de tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-
163 e PQM-164 na linhagem MDA-MB-231.
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PQM-162 PQM-163 PQM-164 PQM-162 PQM-163 PQM-164
B
24 horas 48 horas
DMSO DXR DMSO DXR

PQM-162

PQM-163

PQM-164

Fonte: do autor.

Nota: (A) andlise de morte celular. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia
ANOVA e poés-teste de Tukey. (B) Imagens fluorescentes representativas mostrando o perfil de
marcacao para alaranjado de acridina (verde) e para o brometo de etidio (vermelho). Seta larga:
apoptose inicial; seta: apoptose tardia; asterisco: células em necrose. DXR: doxorrubicina (1
puM) foi usada como controle positivo.
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Figura 29 — Analise de morte celular determinada por dupla coloracdo com alaranjado de acridina e
brometo de etidio apés 24 e 48 horas de tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-
163 e PQM-164 na linhagem Hs578t.
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B
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Nota: (A) andlise de morte celular. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia
ANOVA e pos-teste de Tukey. (B) Imagens fluorescentes representativas mostrando o perfil de
marcacao para alaranjado de acridina (verde) e para o brometo de etidio (vermelho). Seta larga:
apoptose inicial; seta: apoptose tardia; asterisco: células em necrose. DXR: doxorrubicina (1
pM) foi usada como controle positivo.

Fonte: do autor.
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6.8 Andlise de apoptose por ensaio de anexina V/7-AAD

Além do ensaio de exclusédo por dupla coloracdo por alaranjado de acridina e
brometo de etidio, a atividade pro-apoptética das moléculas PQM-162, PQM-163 e
PQM-164 foi investigada nas linhagens MCF-7 e Hs578t. A MCF-7 foi mais
responsiva as substancias PQM-162 e PQM-163; enquanto a Hs578t foi mais
responsiva a PQM-164. A andlise foi feita apds 24 horas e 48 horas de tratamento,
respectivamente, nas linhagens MCF-7 e Hs578t, considerando os dados obtidos

anteriormente.

As moléculas testadas tem atividade pro-apoptotica sobre a linhagem MCF-7
(Figura 28). No entanto, a molécula PQM-162 foi mais eficiente (26 % de células em
apoptose) em relacdo as moléculas PQM-163 (20%) e PQM-164 (11%). Aumento
expressivo de necrose nao foi observado em culturas tratadas quando comparadas

aos grupos controles.

Corroborando com os resultados anteriores, na linhagem Hs578t somente a
molécula PQM-164 teve proeminente atividade apoptética. A frequéncia de células
em apoptose no grupo controle foi aproximadamente 1%, enquanto nas amostras
tratadas, respectivamente, com PQM-162, PQM-163 e PQM-164 os percentuais
foram 2,5%, 2,0% e 12% (Figura 29). Nesta linhagem, ndo houve aumento

significativo de necrose em nenhum tratamento proposto.



Figura 30 — Ensaio de anexina V em culturas MCF-7 tratadas por 24 horas com as moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164.
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Fonte: do autor.

Nota: (a) Dot plot evidenciando as diferentes populacdes celulares apos o ensaio de anexina V e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: células negativas para
a anexina V e 7-AAD (células viaveis). Quadrante inferior direito: células negativas para 7-AAD e positivas para anexina V (apoptose inicial). Quadrante
superior direito: células positivas para 7-AAD e anexina V (apoptose tardia). Quadrante superior esquerdo: células positivas para 7-AAD e negativas
para anexina V (necrose). (b) frequéncia de células em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose. analise de morte celular. ***p<0,001 de acordo com
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Figura 31 — Ensaio de anexina V em culturas Hs578t tratadas por 48 horas com as moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164.
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Fonte: do autor.

Nota: (a) Dot plot evidenciando as diferentes populacdes celulares apds o ensaio de anexina V e 7-AAD. Quadrante inferior esquerdo: células negativas para
a anexina V e 7-AAD (células viaveis). Quadrante inferior direito: células negativas para 7-AAD e positivas para anexina V (apoptose inicial). Quadrante
superior direito: células positivas para 7-AAD e anexina V (apoptose tardia). Quadrante superior esquerdo: células positivas para 7-AAD e negativas
para anexina V (necrose). (b) frequéncia de células em apoptose inicial, apoptose tardia e necrose. analise de morte celular. ***p<0,001 de acordo com

a analise de variancia ANOVA e poés-teste de Tukey.
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6.9 RT-PCR

Uma vez que, na linhagem MCF-7, foi possivel observar a ocorréncia de morte
celular apos tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 no ensaio
de azul de tripano (Figura 11), e que os ensaios realizados subsequentemente
mostram aumento na frequéncia de células em apoptose (Figuras 27 e 30), foi
realizado a quantificacdo de mMRNA (RNA mensageiro) através da técnica de PCR em
tempo real para avaliar possivel modulacao no perfil de expresséao de Bcl-2 e Bax, 0s
quais codificam, respectivamente, proteinas com atividade anti-apoptética e pro-
apoptética. Apés 24 horas de tratamento, a molécula PQM-162 induziu aumento
significativo na expresséo de Bax, nas concentracfes de 20uM e 40uM e o0 aumento
na expressao foi diretamente proporcional a concentracéo utilizada. (Figura 32A). No
entanto, a molécula néo foi capaz de induzir aumento na expresséo do gene Bcl-2 em
nenhuma concentracdo utilizada (Figura 32B). Em contrapartida, as moléculas
PQM0163 e PQM-164 induziram reducdo na expressao de Bcl-2 (Figura 32C)

enguanto ndo houve alteracdes na expressao de Bax (Figura 32D).

Figura 32 — Andlise de expressao relativa de mRNA de genes envolvidos na regulacao de
apoptose na linhagem MCF-7 apés 24 horas de tratamento com PQM-162, PQM-
163 e PQM-164
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Fonte: do autor

Nota: os dados representam a média + DP de quatro experimentos independentes. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 de acordo com a analise de variancia ANOVA e pOs-teste de Tukey.
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Uma vez que, na linhagem MCF-7, as moléculas PQM-163 e PQM-164 aumentaram a populacao de células na fase G2/M
apos 24 horas de tratamento (Figura 17), foi feita a anélise da expressao de reguladores criticos desta fase, apds tratamento por 24
horas com as moléculas na concentracdo de 50uM (Figura 33).

Figura 33 — Andlise de expressao relativa de mMRNA de genes envolvidos na regulacdo da fase M do ciclo celular na linhagem MCF-7 apds 24 horas
de tratamento com PQM-163 e PQM-164
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Fonte: do autor.

Nota: os dados representam a média + DP de quatro experimentos independentes. ***p<0,001 de acordo com a analise de varidncia ANOVA e pés-teste de
Tukey.
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Os resultados mostraram que a molécula PQM-163 reduziu substancialmente
a expressao de ciclina B1 (Figura 33A), PLK1 (Figura 33C), aurora A (Figura 33D) e
aurora B (Figura 33) bem como elevou em 3 vezes a expressao de p21 (Figura 33B).
Ja a molécula PQM-164 apenas aumentou a expressao de p21 (Figura 33B) e reduziu
a expressao de PLK1 (Figura 33C).

6.10 imunoblot

Na linhagem MCF-7, os efeitos decorrentes do tratamento foram observados a
partir de 24 horas de exposicdo as substancias estudadas, enquanto na linhagem
Hs578t mudancas significativas foram preferencialmente observadas apés 48 horas
de tratamento. Dessa forma, a analise de expresséao proteica foi realizada apés 24 h
(linhagens MCF-7 e Hs578t) e 48 horas (Hs578t) de tratamento.

A analise do perfil de expressao de ERK e fosfo-ERK (Tyr 204), apds 24 horas
de tratamento na linhagem MCF-7, mostrou que a molécula PQM-162 (25 uM e 50uM)
induziu aumento significativo na expressdao de ERK fosforilada. Alteracdes
significativas n&o foram observadas em amostras tratadas com PQM-163 na
concentracéo de 25 uM e PQM-164 (25 pM e 50uM) quando comparadas aos grupos
controles. Infelizmente néo foi possivel obter dados conclusivos em relacdo aos
efeitos da substancia PQM-163 (50 uM), uma vez bandas imunorreativas nao foram
detectadas nos controles de carregamento (ERK total e a-tubulina) indicando que
houve algum problema de ordem técnica/metodolégica. (Figuras 34A e 34B). Houve
reducdo na expressao de ciclina B1 ap6s tratamento com a molécula PQM-162 na
concentracdo de 25 pM. No entanto, a concentracdo de 50 uM ndao interferiu na
expressao desta proteina. Ndo houve alteracdo no perfil de expresséo de ciclina B1
em amostras tratadas com PQM-163 (25 pM) e PQM-164 (25 e 50 uM) (Figuras 34A
e 374C). A molécula PQM-164, nas concentragBes utilizadas, ndo induziram

alteracgdes significativas na expresséao de ciclina B1.

Na linhagem Hs578t, a molécula PQM-164 reduziu a expresséao da forma ativa
de ERK ap0s 24 horas de tratamento onde a expressao volta aos niveis normais apos

48 horas de tratamento. Este dado sugere que, nesta linhagem, a inibicdo da ativacao
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de ERK precede os eventos mediados pela molécula PQM-164, que sédo observados
apenas com 48 horas de tratamento (Figuras 35A e 35B). As demais moléculas ndo
foram capazes de induzir alteragdes significativas na expressao de ERK em nenhum
dos periodos estudados. Apdés 48 horas, as moléculas PQM-162 e PQM-164
reduziram eficientemente a expressao de ciclina B1 sendo que esta reducéo foi maior
com a molécula PQM-164 (Figuras 35A e 35C). Com 24 horas de tratamento,
nenhuma molécula induziu alteragdes na expressdo de ERK e, com 48 horas, a
molécula PQM-163, ao contrario das demais, hdo modula a expressao de ciclina B.

Figura 34 — Analise do perfil de expresséao proteica de ERK, fosfo-ERK (Tyr 204) e ciclina B1 por
immunoblot na linhagem MCF-7 apés tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-
163 e PQM-164 nas concentrac¢des de 25 e 50 pM.
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Fonte: do autor.

Nota: As bandas imunorreativas foram quantificadas pelo software de dominio publico, o
ImageJ. DXR: doxorrubicina foi usada como controle positivo.



Figura 35 — Analise do perfil de expresséo proteica de ERK, fosfo-ERK (Tyr 204), Ciclina B1 e o-
tubulina por immunoblot na linhagem Hs578t apds tratamento com as moléculas
PQM-162, PQM-163 e PQM-164 na concentracéo de 50 UM por 24 e 48 horas.
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Nota: As bandas imunorreativas foram quantificadas pelo software de dominio publico, o
ImageJ. DXR: doxorrubicina (1 uM) foi usada como controle positivo.



91

6.11 Estabelecimento de uma linhagem resistente a doxorrubicina (MCF-7PXRR)

Células MCF-7 foram expostas a concentracdes baixas e crescentes de DXR
por um periodo de 6 meses a fim de induzir resisténcia ao referido farmaco. A
avaliacdo da viabilidade relativa foi realizada por MTS antes da exposi¢cdo a DXR e a
cada 45 dias ap6s o inicio do tratamento. Dessa forma, foi possivel determinar o 1Cso

nos diferentes periodos e avaliar o perfil de resisténcia adquirido.

Os resultados mostraram que o esquema de tratamento utilizado foi eficiente e
induziu resisténcia ao farmaco, de modo que o ICso ap6s 45 dias de tratamento foi
guase o dobro do observado antes da exposi¢cao a DRX, e cerca de 5x maior ao final
de 180 dias (Tabela 11; Figura 36). A linhagem resistente obtida apds 180 dias de

tratamento foi denominada MCF-7PRXR,

Tabela 11 - valores de ICso £ DP (uM) determinados a partir dos resultados obtidos no
ensaio de viabilidade (MTS)

ICs0
MCF-7 2,20 + 0,09
MCF-7 (45-DXR) 3,63 + 0,07
MCF-7 (90-DXR) 5,33+0,14

MCF-7 (135-DXR) 7,91+ 0,23
MCF-7 (180-DXR) 10,05 + 0,27

Fonte: do autor.

Nota: DXR: doxorrubicina.

As substancias PQM-162, PQM-163 e PQM-164 foram testadas na linhagem
MCF-7PRXR " cujos valores de ICso foram determinados apés 48 horas (Tabela 12;
Figura 37). Os dados obtidos subsidiaram o0s experimentos subsequentes
relacionados a capacidade de sensibilizacdo das substancias estudadas a DRX na
linhagem MCF-7PRXR,



Figura 36 - Viabilidade celular determinada por MTS ap6s 45, 90, 135 e 180 dias de

tratamento.
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Figura 37 - Viabilidade celular determinada por MTS na linhagem MCF-8 (180-DXR) apos
48 horas de tratamento com as moléculas PQM-162, PQM-163, PQM-164 e

DXR.
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Tabela 12 - valores de ICso = DP (uM) determinados a partir dos resultados
obtidos no ensaio de viabilidade (MTS)

MCF-7 MCF-7 (180DXR) RAZAO
DXR 2,20 + 0,09 10,05 + 0,27
PQM-162 50,34 + 1,75 115,40 +3,50  1:10
PQM-163 42,28 + 1,49 146,30 £5,43  1:14
PQM-164 69,19 + 2,52 165,10+5,39  1:16

Nota: DXR: doxorrubicina. A razdo sera a propor¢cdo, em cada concentracdo, de
doxorrubicina e a molécula de estudo nos ensaios de sensibilizacdo baseado nos dados
de ICso obtidos. Fonte: do autor.

6.12 Ensaio de sensibilizacdo realizadas na linhagem MCF-7PRXR

Com o objetivo de avaliar se as substancias estudadas poderiam sensibilizar a
linhagem MCF-7PRXR ao tratamento com DXR, diferentes esquemas de tratamento
foram utilizados e incluiram tratamentos simultdneos e sequenciais. Quando a
linhagem MCF-7PRXR foi submetida aos tratamentos simultaneos, com a molécula
PQM-162, todas as concentragcdes usadas foram antagonicas (Figuras 38C e 38D). A
molécula PQM-163, além de induzir antagonismo (Figura 39D), mostrou uma
tendéncia de que, quanto maior a concentracdo usada, maior o indice de combinacéo
e, portanto, maior o antagonismo a DRX (Figura 39C). Esse mesmo evento foi
observado quando as culturas foram tratadas com PQM-164 (Figura 40C). No entanto,
guando concentracdes mais baixas foram usadas, observou-se um leve sinergismo
entre PQM-164 e a DXR (Figura 40D).

Ja os resultados do pré-tratamento com a DXR e posterior exposicdo as
moléculas estudadas mostram que houve antagonismo (Figuras 38E, 38F, 39E, 39F,
40E e 40F). Os indices de combinacdo foram maiores em culturas tratadas
sequencialmente com DXR e PQM-163, de modo que houve um forte antagonismo na
concentragdo maxima ustilizada (20 uM de DRX e 280 uM de PQM-163) (Figuras 39E
e 39F). Quanto aos pré-tratamentos realizados com as moléculas PQM162, PQM-163
e PQM-164, seguido pelo tratamento com a DRX, houve uma tendéncia ao sinergismo
guando baixas concentracdes de PQM-164 foram utilizadas (Figuras 40G e 40H),
enguanto os pré-tratamentos com as moléculas PQM-162 (Figuras 38H e 38H) e

PQM-163 (Figuras 39G e 39H) mostraram-se antagonismo com a DRX.



94

Figura 38 — Ensaios de sensibilizacao realizados com PQM-162 e DXR em células MCF-7PXR-R,
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PQM-162 (H). Os dados mostram dados obtidos de quatro experimentos independentes. CI:
indice de combinacéo.



Figura 39 — Ensaios de sensibilizacéo realizados com PQM-163 e DXR em células MCF-7PXR-R,
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Nota: Curvas dose-resposta ap6s 48 horas de tratamento. (A) PQM-163. (B) DXR. (C, E e G) linha de
tendéncia da combinac¢&o simultanea (C), pré-tratamento com DXR (E) e (G) pré-tratamento com
a molécula PQM-163. (d, f, h) curvas dose-resposta — PQM-163 (verde); DXR (azul) e PQM-163-
DXR (vermelho) (D), pré-tratamento com a doxorrubicina (F) e pré-tratamento com a molécula
PQM-163 (H). Os dados mostram dados obtidos de quatro experimentos independentes. CI:
indice de combinacéo.
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Figura 40 — Ensaios de sensibilizacao realizados com PQM-164 e DXR em células MCF-7PXR-R,
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tendéncia da combinac¢&o simultanea (C), pré-tratamento com DXR (E) e (G) pré-tratamento com
a molécula PQM-163. (d, f, h) curvas dose-resposta — PQM-163 (verde); DXR (azul) e PQM-163-
DXR (vermelho) (D), pré-tratamento com a doxorrubicina (F) e pré-tratamento com a molécula
PQM-163 (H). Os dados mostram dados obtidos de quatro experimentos independentes. ClI:
indice de combinacéo.
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7 DISCUSSAO

Estudos prévios do nosso laboratério avaliaram os efeitos de uma série de
moléculas obtidas sinteticamente, cujas estruturas foram planejadas considerando os
grupos farmacoféricos da curcumina e do resveratrol, produtos naturais com
conhecida atividade quimiopreventiva e quimioterapeutica (SILVA et al., 2018). No
estudo, o planejamento quimico-estrutural das substancias objetivou obter compostos
com atividade antitumoral igual ou superior a observada para os prototipos de partida,
mas que tivessem bons coeficientes de solubilidade e biodisponibilidade, o que

suportaria o0 uso clinico dessas substancias futuramente.

Da série de substancias avaliadas por Silva e colabores (2018), 3 derivados de
curcumina (PQM-162, PQM-163 e PQM-164) reduziram seletivamente a viabilidade
de células derivadas de tumor de mama que expressam receptores de estrogénio
(MCF-7). Os resultados obtidos foram muito promissores, uma vez que as substancias
apresentam padrdo quimico inédito. Além disso, o espacador n-acilhidrazénico,
utiizado para conectar o grupo farmacoférico da curcumina aos diferentes
grupamentos quimicos testados, pode contribuir para o aumento do coeficiente de
solubilidade e biodisponibilidade dessas moléculas (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007).

O presente trabalho representa, portanto, uma continuidade dos estudos
realizados por de Freitas-Silva et al. (2018) e teve por objetivo investigar os
mecanismos envolvidos com a atividade de PQM-163 e PQM-164 sobre a linhagem
MCF-7, uma vez que no estudo anterior somente a PQM-162 foi explorada em relagéo
aos seus mecanismos de acao. Os efeitos das trés moléculas estudadas (PQM-162,
PQM-163 e PQM-164) foram também avaliados sobre linhagens celulares derivadas
de cancer de mama, as quais sao caracterizadas como triplo-negativas (MDA-MB-231
e Hs578t). Devido a auséncia de alvos terapéuticos, os tumores triplo negativos sao
de dificil tratamento e possuem um limitado arsenal farmacéutico (BAGLIA et al.,
2018).

Apesar das diferengcas apresentadas em relagdo ao perfil de expressao de
receptores hormonais e na taxa de mutacdes, as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231
foram estabelecidas a partir de sitios metastaticos de pacientes portadoras de

carcinoma ductal invasivo e de adenocarcinoma mamario, respectivamente, e tem



98

sido amplamente utilizadas como modelos de cancer de mama metastatico. Ja a
linhagem Hs578t origina-se de carcinoma extraido da propria glandula mamaria, nao

representando um modelo de cancer de mama metastatico como as demais.

Os resultados mostraram que PQM-162, PQM-163 e PQM-164 sao
promissores agentes antitumorais contra células derivadas de céancer de mama.
Embora o perfil citotoxico dessas substancias sobre células ndo-tumorais (HaCaT)
tenha sido maior que o observado para a curcumina, elas apresentaram grande
seletividade para as células tumorais. Aléem disso, essas moléculas mostraram-se
muito menos citotoxicas em relacdo a doxorrubicina, um farmaco comumente usado
no tratamento de cancer de mama metastatico e em pacientes portadores de tumores
triplo-negativos (SHARMA et al., 2018).

As trés moléculas estudadas (PQM-162, PQM-163 e PQM-164) inibiram a
proliferacéo das linhagens celulares testadas e induziram apoptose, contudo o efeito
foi dependente da concentracao utilizada e o perfil de atividade variou em decorréncia

da linhagem celular considerada.

A linhagem MCF-7 foi mais responsiva aos tratamentos em comparagao com
as linhagens triplo-negativas (MDA-MB-231 e Hs578t). Contudo, os resultados obtidos
a partir de diferentes abordagens metodolégicas mostraram que o comportamento
proliferativo das linhagens triplo-negativas foi significantemente afetado em
decorréncia dos tratamentos realizados, mesmo usando concentragdes inferiores ao
ICs0, dado interessante diante da resisténcia das linhagens as moléculas utilizadas.
A breve exposicdo (24 horas) das culturas as substancias PQM-162, PQM-163 e
PQM-14 foi suficiente para inibir a capacidade clonogénica das linhagens celulares
testadas. Esses dados sdo muito importantes e reforcam o potencial antitumoral das
substancias estudadas, uma vez que a intensa atividade proliferativa esta intimamente
associada aos processos de progressao tumoral e estabelecimento de metastase
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

A andlise de progresséao do ciclo celular mostrou que as substancias PQM-162,
PQM-163 e PQM-164 induziram aumento na populacdo G2/M nas linhagens triplo-
negativas, similar ao que foi relatado por Silva e colaboradores (2018) em relacao a

substancia PQM-162 na linhagem MCF-7. Entretanto, acumulo de células em mitose
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foi observado somente na linhagem MDA-MB-231 tratadas com PQM-162 e na
linhagem Hs578t tratada com PQM-164.

A progressédo do ciclo celular na transicdo G2/M é complexa e envolve a
participacdo de diferentes proteinas cinases incluindo a CDK1, a qual é ativada
preferencialmente pela ciclina B (MORALLI et al., 2013). Contudo, uma vez formado,
o complexo ciclinaB-CDK pode ser inibido pelas cinases Weel e Mytl que sao
responsaveis por fosforilar a CDK1 em sitios que reprimem sua atividade. A
fosforilacdo inibitéria da CDK1 é removida pelas fosfatases CDC25b e CDC25c
formados (HAMER et al., 2011; DUTERTRE et al., 2004; VUGT; BRAS; MEDEMA et

al., 2004) que, por sua vez estao envolvidas na ativagdo desses complexos.

Foi possivel demonstrar que as substancias PQM-162 e PQM-164 reduziram
significativamente os niveis de expressao de ciclina B na linhagem Hs578t. Além
disso, a PQM-164 reduziu os niveis de expressdo de ERK fosforilada na linhagem
Hs578t. A via de sinalizacdo Raf/Mek/Erk, em geral, apresenta-se hiperativa em
muitos tipos de cancer incluindo os tumores triplo-negativos e representa um
importante alvo terapéutico. Dessa forma, o efeito das substancias PQM-162 e PQM-
164 sobre a linhagem Hs578t foi associado, pelo menos em parte, a capacidade
dessas substancias em modular a expresséo de ciclina B e ERK ativada. Entretanto,
sabe-se gque outros eventos podem estar associados com o bloqueio do ciclo na
transicdo G2/M e progressao em M (SILVA er al., 2018) e investigacdes futuras devem
ser realizadas para melhor entender os alvos moleculares dos derivados de curcumina

avaliados sobre as linhagens triplo-negativas.

Ao avaliar os mecanismos relacionados com a atividade de PQM-163 e PQM-
164 sobre a linhagem MCF-7 foi possivel verificar que, de modo similar ao observado
para PQM-162, houve acumulo da populacdo G2/M que, em parte, foi devido ao
aumento na frequéncia de mitoses. Curiosamente, a frequéncia de células nas fases
iniciais da mitose (profase, prometafase e metafase) foi maior nas culturas tratadas
em relagéo aos grupos controles. Com o objetivo de avaliar se os alvos moleculares
de PQM-163 e PQM-164 sobre a linhagem MCF-7 foram similares aos observados
por SILVA e colaboradores (2018), o perfil de expressdo, em nivel de RNA

mensageiro, de reguladores criticos da transicdo G2/M e M foram investigados.
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Os dados mostraram que PQM-163 inibiu (2.5x) a expressdao de mRNA de
ciclina B1 na linhagem MCF-7, de modo similar ao observado por Freitas-Silva et al.
(2018) com a PQM-162 (reducéo de 5,8x). PQM-164 nao alterou o perfil de expressao
de ciclina B1, indicando que o bloqueio no ciclo induzido por essa substancia na
linhagem MCF-7 pode estar associado a outros mecanismos, incluindo a modulagéo
das cinases Weel/Mytl e das fosfatases CDC25b e CDC25c, cuja atividade define o
perfil de ativacdo do complexo ciclina B-CDK formados (HAMER et al., 2011;
DUTERTRE et al., 2004; VUGT; BRAS; MEDEMA et al., 2004).

O ciclo celular pode ser inibido pelo aumento no perfil de expresséo de CDKIs.
A proteina p21, codificada pelo gene CDKN1A, tem um papel critico na inibicdo do
ciclo celular, cujos niveis de expressdo sdo baixos em células tumorais (CAZALINI et
al., 2010; LEE et al., 2012). Embora a p21 tenha baixa afinidade pelo complexo CDK1-
ciclina B, ela inibe a atividade de proteina cinase de CAK, que é responsavel por
fosforilar a CDK1 em residuos especificos que deflagram sua ativacdo (SMITS et al.,
2000). Ja havia sido demonstrado por Silva et al. (2018) que a substancia PQM-162
inibe a abundancia de RNAmM de CDKN1A na linhagem MCF-7. Dessa forma, o perfil
de expressao desse gene foi investigado em resposta aos tratamentos com PQM-163
e PQM-164.

Os resultados mostraram que as substancias PQM-163 e PQM-164 induziram
expressivo aumento nos niveis RNAm de CDKN1A indicando que o aumento na
expressao de p21 pode representar ser critico para o blogueio do ciclo induzido por
essas substancias. O principal regulador transcricional de p21 é a proteina p53,
embora proteinas homologas a p53 (p63 e p73) possam modular sua expressao
(JUNG; QIAN; CHEN, 2010). BRCA1 pode modular de forma indireta a expresséo de
p21, uma vez se liga no dominio c-terminal de p53 aumentando sua atividade
transcricional (MULLAN; QUINN; HARKIN, 2006). A linhagem MCF-7 é selvagem para
TP53 e, portanto, o bloqueio do ciclo celular pode ter envolvido a participacdo de

p53/p21, contudo estudos adicionais sdo necessarios para elucidar esse aspecto.

Vale ressaltar que as substancias estudadas também induziram bloqueio no
ciclo celular nas linhagens triplo-negativas, as quais apresentam p53 inativa. E fato
gue a eficiéncia das substancias em inibir a progressao do ciclo nas linhagens triplo
negativas foi menor em relacdo a linhagem MCF-7. De qualquer forma, é possivel que
0 blogueio do ciclo celular, induzido pelas substancias estudadas, tenha sido
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independente de p53 e, portanto, novos estudos sdo necessarios para avaliar quais
foram os mecanismos envolvidos na inibicdo da proliferacdo em células triplo-

negativas.

Tem sido descrito que a hiperativacdo da via RAF/MEK/ERK esta relacionada
com aumento na expressdo de p21 (ABBAS; DUTTA, 2009; HAWKES et al., 2009).
Neste estudo foi observado aumento nos niveis de expressédo de ERK fosforilada na
linhagem MCF-7 tratada com PQM-162 e Silva et al. (2018) havia mostrado que PQM-

162 induz aumento expressivo na abundancia relativa de RNAm para p21.

Atransicdo G2/M e progressao por M envolve a atividade das proteinas cinases
aurora A, aurora B e PLK-1 (polo-like kinase 1) que contribuem para a manutencéo da
estabilidade gendémica ((LIU; SUN; WANG, 2017; MUNDT et al.,, 1997WEERDT,;
MEREMA, 2006), PLK-1 regula positivamente o complexo ciclina B1/CDK1 devido a
sua capacidade de inibir a Weel e ativar CDC25b e CDC25c¢ (GAVET,; PINES, 2010;
CDC25c (ELIA; CANTLEY; YAPPE, 2003; VUGT; BRAS; MEDEMA, 2004;
DUTERTRE et al., 2004). Além disso, esta envolvida com a ativacdo das auroras A e
B (MACUREK et al., 2008; ASTERITI; MATTIA; GUARGUAGLINI, 2013; GOTO et al.,
2005; CHU et al., 2010; COLNAGHI; WHEAKEY, 2010; MUSACCHIO, 2015; RAAB et
al., 2015; ETEMAD; KOPS, 2016; COMBES et al., 2017), as quais séo responsaveis
por maturacdo centrossdmica, formacdo do fuso mitético bipolar e citocinese. A
desregulacédo no perfil de expressao dessas cinases € observada em muitos tipos de
cancer incluindo o cancer de mama (MCCARROL et al., 2015; RAMANI et al., 2015;
TUT et al., 2015; ZHANG et al., 2015; WEICHERT et al., 2015), sendo que essas

cinases sdo consideradas importantes alvos terapeuticos.

Estudos mostram que muitos agentes antitumorais reduzem efetivamente os
niveis de expresséo de PLK-1, aurora A e/ou aurora B. Foi demonstrado que a caleina
C, um sesquiterpeno, inibe a progressao de células MCF-7 na fase M devido a sua
capacidade de reduzir os niveis de expressao de PLK-1 e aurora B (CALDAS et al.,
2018). Modulagéo no perfil de expressao de auroras e PLK1 foi observada em células
de carcinoma hepatocelular em resposta ao tratamento com um analogo de curcumina
[(E)-2-(4-hydroxy-3-methoxybenzylidene)-5-((E)-3-(4-hydroxy-
3methoxyphenyl)acryloyl)cyclopentanone] (BHULLAR; JHA; RUPASINGHE, 2015).
De modo similar, em estudo prévio, foi observado que PQM-162 reduz a expressao
de PLK1 e das auroras A e B na linhagem MCF-7 (FREITAS-SILVA et al., 2018).
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Assim sendo, no presente estudo, foi investigado se as substancias PQM-163 e PQM-
164 sao capazes de modular o perfil de expressdo dessas proteinas cinases na
linhagem MCF-7. Os resultados mostraram que os niveis de RNAm de PLK-1, aurora
A e aurora B foram significativamente reduzidos em consequéncia ao tratamento com
PQM-163, contudo PQM-164 reduziu apenas os niveis de RNAm de PLK1. Nas
condicBes experimentais testadas, a substancia PQM-164 nao alterou os niveis de
RNAmM das auroras A e B. No entanto, é possivel que a atividade dessas cinases
tenham sido moduladas, uma vez que houve reducéo na expressédo de PLK1 e esta,
por sua vez, ativa diretamente as auroras A e B (ASTERITI; MATTIA;
GUARGUAGLINI, 2013; COMBES et al., 2017).

De acordo com alguns estudos, ha uma relacdo inversamente proporcional
entre os niveis de expressao de aurora A e p21. A aurora A reprime a expressao de
p21, de modo que auando aurora A € inibida ocorre aumento substancial na expressao
de reguladores negativos do ciclo celular incluindo as proteinas p21 e p27, com
consequente acumulo de células nas fases G2/M (HUCK et al., 2010; TOMITA; MORI
et al., 2010; YANG et al.,, 2010; WANG et al., 2010). Assim sendo, 0 expressivo
aumento nos niveis de CDKNI1A evidenciado no presente estudo pode estar
associado a reducdo dos niveis de expressdo ou a ativacdo de aurora A. Aurora A
pode também fosforilar p53 em diferentes residuos, inibindo-a. A fosforilagdo no
residuo de Ser315 contribui para a rapida degradacdo de p53 via proteossomo
(KATAYAMA et al., 2004), enquanto que a fosforilacdo no residuo de Ser215 inibe a
ligacdo de p53 ao DNA, reduzindo a expressao de seus alvos, como por exemplo, p21
e PTEN (LIV et al., 2004). A inibigcdo de aurora A resulta em aumento de p-p53 (Serl5)
com bloqueio no ciclo celular (NAIR; HO; SCHWATZ, 2012). Portanto, os dados
obtidos neste estudo associados aqueles reportados por FREITAS-SILVA e
colaboradores (2018) indicam que PQM-162 e PQM-163 inibem a expressao de PLK1
e aurora A e esse evento pode estar fortemente associado ao aumento de nos niveis
de expressao de p21, um alvo conhecido de p53. No entanto, mais experimentos

devem ser realizados para comprovar essa hipétese.

Embora ja tenha sido demonstrado que a molécula PQM-162 € capaz de induzir
morte celular por apoptose na linhagem MCF-7 (FREITAS-SILVA et al., 2018), os
mecanismos envolvidos neste processo ainda nédo foram explorados. Assim, o perfil

de expressao de Bax e Bcl-2 em nivel de RNAm foi avaliado. Foi demonstrado que
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PQM-162, PQM-163 e PQM-164 sao capazes de aumentar a razdo Bax/Bcl-2. A
molécula PQM-162 induziu aumento na expressao de Bax, ao passo que as moléculas
PQM-163 e PQM-164 inibiram a expressao de Bcl-2. O aumento no raio Bax/Bcl-2 é
um indicativo de que as substancias tem atividade pr6-apoptética e que, pelo menos
em parte, esta relacionada a modulacdo no perfil de expressdo de genes que

codificam membros da familia Bcl-2 incluindo fatores pro- e anti-apoptéticos.

A inducdo de morte celular em células de cancer pode estar diretamente
envolvida com a inducdo da expressao de p21, cujos niveis de expressao foram
modulados positivamente frente as substancias estudadas. O aumento na expressao
de p21 esta relacionado com a inibicdo da via JAK/STAT, principalmente com a
inibicdo de STAT1 e STAT3, jA que capazes de induzir a expressdao de Bcl-2
(KARIMIAN; AHMAD; YOUSEFI, 2010; SORIA; GOTTIFRIED, 2010). Portanto, a
reducao na expressao de Bcl-2, induzido pelas moléculas PQM-163 e PQM-164, pode
estar relacionado com a inibigcdo de STAT1 e STAT3, mediada por p21.

Além de modular a via de sinalizacdo JAK/STAT, p21 também modula
negativamente a via de sinalizacdo NF-kp, resultando na diminuicdo da expressao de
Bcl-2 e Bel-xL (SORIA; GOTTIFRIED, 2010). Embora haja na literatura relatos onde
ndo s6 a curcumina (COKER-GURKAN et al., 2018) como o anélogo da curcumina
BDMC-A (MOHANKUMAR et al., 2015) sao capazes de inibir diretamente a via NF-k3
na linhagem MCF-7, nenhum dos estudos avaliaram se esta inibicao se da através do
aumento na expressao de p21. Portanto, mais estudos devem ser conduzidos a fim
de determinar se as moléculas inibem a expressao de Bcl-2 por vias dependentes ou

independentes de p21.

Além disso, c-myc que é um conhecido fator de transcri¢cdo para o gene Bcl-2
cuja expressao esté ligada a ativacdo da via NF-kB em células de cancer de mama
(AGGARWAL et al., 2005; KUO et al., 2007), e p21 reprime c-myc (WU et al., 2003).
Portanto, o aumento de p21 pode, nestas circunstancias, resultar em diminuicdo da
expressdo de Bcl-2, como foi observado apos o tratamento com PQM-163 e PQM-
164.

A expressdo aumentada de p21 tem sido correlacionada com aumento na
expressdo de Bax (GARTEL, 2005). Embora as trés moléculas estudadas tenham
aumentado o perfil de expressédo de p21 na linhagem MCF-7, apenas PQM-162 foi
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efetiva em aumentar os niveis de RNA de Bax, de modo que 0 aumento na expressao

de Bax induzido por PQM-162 podem ter sido independente de p21.

Reducédo nos niveis de expressao de aurora A tem sido associada a indugéo
de apoptose em células MCF-7. Foi demonstrado que a inibicdo de aurora por RNA
de interferéncia e pelo emprego de inibidores sintéticos foi efetiva em induzir apoptose
em células MCF-7 com regulacdo positiva nos niveis de expressao de Bax (ZHANG
et al., 2012; LI et al., 2015). Da mesma forma, em células de leucemia, a reducdo na
expressado de aurora A induziu apoptose devido ao aumento de expresséo de Bax e,

consequentemente, na razdo Bax/Bcl-2 (HUANG et al., 2008).

Um grande obstaculo para a eficacia terapéutica dos farmacos antitumorais e
terapias-alvo é a aquisicdo de resisténcia aos farmacos utilizados (DRAGANESCU;
CARMOCAN, 2017; SHARMA et al., 2018). Um grande numero de trabalhos tem
mostrado que a curcumina € capaz de sensibilizar células de cancer de mama
resistentes a quimioterapia padréao (LU et al., 2013; XIAO-Al et al., 2017; WEN et al.,
2019). Uma vez que a linhagem MCF-7 representa um modelo de estudo de
adenocarcinoma ductal invasivo metastatico, cujo tratamento clinico envolve o uso da
doxorrubicina, desenvolvemos uma linhagem MCF-7 resistente a doxorrubicina (MCF-
7P*RR) para avaliar se as moléculas de estudo sédo capazes de sensibilizar a linhagem
ao farmaco. Na linhagem parental, as moléculas PQM-162 e PQM-163 foram mais
ativas. Surpreendentemente, na linhagem MCF-7P*R-R apenas a molécula PQM-164
foi capaz de sensibilizar as células a doxorrubicina. De modo interessante, na
linhagem Hs578t que € naturalmente resistente a doxorrubicina, a molécula PQM-164
foi a mais promissora, indicando que a molécula PQM-164 é promissora e deve ser
considerada para ensaios subsequentes para conhecer os mecanismos de acao

relacionados com a sua atividade sobre células resistentes.

Sabe-se que a aquisi¢cao de resisténcia a doxorrubicina ocorre por complexos
mecanismos moleculares como a hiperativagao da via PI3K/Akt/mTOR (SHAFEI et al.,
2017). Xiao-ai et al. (2017) mostraram que a curcumina sensibiliza células da
linhagem MCEF-7 resistentes a doxorrubicina inativando esta via de sinalizagéo
induzindo apoptose. Outra caracteristica marcante de células de cancer de mama
resistentes a doxorrubicina € o aumento na expressdo da bomba de efluxo ABCB4,
que atua removendo a doxorrubicina intracelular, o que reduz a atividade antitumoral

do farmaco (PRADOS et al., 2012). Foi demonstrado que a curcumina inibe a
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expressdo de ABCB4 em linhagens MCF-7 resistentes a doxorrubicina e, dessa forma,
contribui para aumentar as concentragdes intracelulares desse farmaco (WEN et al.,
2019). Este efeito também foi observado em linhagens de coélon resistentes a
doxorrubicina (LU et al.,, 2013). Estudos conduzidos por Meiyanto et al. (2014)
mostraram que a curcumina € capaz de reverter a resisténcia a doxorrubicina em
linhagens MCF-7 através da inibicdo da via de sinalizacdo NF-k(3, além de reduzir a
expressdo do receptor HER-2, geralmente superexpresso em células resistentes a

doxorrubicina.
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8 CONCLUSAO

b)

d)

Sao conclusdes deste trabalho:

As moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 apresentam atividade
antiproliferativa sobre as linhagens de cancer de mama, contudo a linhagem
MCF-7, positiva para receptor de estrogénio, mostrou-se mais sensivel em
relagéo as linhagens triplo-negativas MDA-MB-231.

A atividade antiproliferativa frente as linhagens MCF-7, HS578t e MDA-MB-231
foi associada a capacidade das moléculas em inibir a progressdo do ciclo
celular na transicdo G2/M e progressao pela mitose.

Na linhagem MCF-7 o bloqueio no ciclo celular foi associado a modulacao no
perfil de expressao de reguladores do ciclo celular (p21, PLK-1, aurora A e
aurora B);

O aumento expressivo no perfil de expressdo de p21 e a reducdo de PLK1,
induzido pelas substéancias PQM-162, PQM-163 e PQM-164 na linhagem MCF-
7, parece representar importante mecanismo de ag&do dessas substancias;
embora PQM-162 e PQM-163 também sejam capazes de modular as auroras
cinases.

As moléculas PQM-162, PQM-163 e PQM-164 tem atividade pro-apoptotica
frente as linhagens celulares estudadas e, na linhagem MCF-7, esta associada
a modulacdo de genes de regulam a apoptose e aumento no raio Bax/Bcl-2.

A substancia PQM-164 foi capaz de sensibilizar a linhagem MCF-7 resistente

a doxorrubina.
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