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RESUMO

O céancer de figado representa a segunda causa de morte por cancer no sexo
masculino e estima-se que, aproximadamente, um milhdo de mortes ocorrerdo até
2030 em decorréncia desse tipo de cancer. O carcinoma hepatocelular (CHC) é o
subtipo de tumor primario de figado mais prevalente e, em geral, o diagndstico €
realizado em estagio avancado. As terapias sdo pouco efetivas e o arsenal
terapéutico € extremamente limitado. O sorafenibe (Nexavar®), um inibidor de
proteinas cinases, foi a unica op¢ao de tratamento para CHC em estagio avangado
até 2018 quando o lenvatinibe foi aprovado. Contudo, a eficacia terapéutica de
ambos os farmacos € modesta. Assim sendo, existe uma busca constante por novas
substancias potencialmente ativas contra o CHC. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos de derivados N-acilidrazénicos (LASSBi0-2027, LASSBio-2029 e
LASSBIi0-2052) obtidos a partir do arcaboucgo estrutural do AAL-993, um potente
inibidor do receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR2), sobre o
comportamento proliferativo de células HepG2 e Hep3B, as quais sao utilizadas
como modelo para carcinoma hepatocelular (CHC). Os resultados mostraram que
todos os derivados avaliados reduzem a viabilidade de células HepG2 e Hep3B,
sendo o efeito dependente da concentracdo. Considerando os valores de ICso, a
atividade citotéxica de LASSBi0-2052 foi mais expressiva em relacao a LASSBio-
2027 e LASSBIi0-2029. Foi demonstrado que LASSBi0-2052 inibe a proliferacao de
células HepG2 e Hep3B por modular a expressao de reguladores da transicao G2/M.
Houve reducdo na abundancia de RNA mensageiro que codificam cinases
importantes para a entrada na mitose, incluindo AURKA (Aurora A), AURKB (Aurora
B), PLK1 e CDK1. A expresséo relativa de FOXM1 também foi reduzida em resposta
ao tratamento, 0 que compromete a ativacao transcricional de genes necessarios a
transicdo G2/M. A atividade antiproliferativa de LASSBio-2052 foi refor¢cada pela
reducao significativa nos niveis proteicos de ciclinas B e D, e pela reducédo de ERK
fosforilada. Os dados obtidos mostram que LASSBi0-2052 tem promissora atividade
antitumoral, contudo estudos adicionais devem ser realizados para identificar o alvo
molecular associado a sua capacidade de reprimir concomitantemente a expressao

de genes que regulam a transicao G2/M.

Palavras-chave: carcinoma hepatocelular; hepatoma; bloqueio do ciclo celular;
derivados N-acilidrazénicos; apoptose.



ABSTRACT

Liver cancer represents the second leading cause of cancer-related death in males,
and it is estimated that approximately one million deaths will occur by 2030 due to
this type of cancer. Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most prevalent primary
liver cancer subtype and, in general, it is diagnosed in an advanced stage. The
therapies are few effective and the therapeutic arsenal is very limited. Sorafenib
(Nexavar®), a multikinase inhibitor, has been used since 2007 as the first-line drug
for the treatment of advanced-stage HCC. In 2018, the lenvatinib was also approved
for HCC treatment, however with modest therapeutic efficiency. In this scenario,
there is a constant search for new substances potentially active against HCC. The
present study aimed to evaluate the effects of N-acylhydrazone derivatives
(LASSBIi0-2027, LASSBi0-2029 e LASSBIi0-2052) obtained from ALL-993 chemical
scaffold, a potent inhibitor of vascular endothelial growth factor 2 (VEGFR2), on
proliferative behavior of HepG2 and Hep3B cells, which have been widely used as
study model for HCC. The results showed that all evaluated derivatives were
effective in reducing cell viability in HepG2 and Hep3B cultures in a dose-dependent
manner. Based on ICso values, the cytotoxic activity of LASSBi0o-2052 was more
prominent than LASSBi0-2027 and LASSBi0-2029. It was demonstrated that
LASSBIi0-2052 inhibits the proliferation of HepG2 and Hep3B cells by modulating the
expression of regulators of G2/M transition. There was a reduction in mRNA
abundance for genes that encode important kinase proteins for mitosis entering,
including AURKA (Aurora A), AURKB (Aurora B), PLK1, and CDK1. The relative
expression of FOXM1 was also reduced in response to treatment, which
compromises the transcriptional activation of genes required for G2/M transition. The
antiproliferative activity of LASSBi0-2052 was reinforced by significant reduction in
cyclin D and cyclin B at protein levels, and pERK downregulation. Taken together,
the data indicate that has promising antitumor activity, however, additional studies
should be performed to identify the molecular target underlying its ability to suppress
concomitantly the expression of regulatory genes of G2/M transition.

Keywords: hepatocellular carcinoma; hepatoma; cell cycle arrest; N-acylhydrazone
derivatives; apoptosis.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa um problema de saude publica mundial e representa a
segunda causa de morte. O cancer de figado é altamente letal, sendo a terceira
causa de morte por cancer, ao considerar individuos de ambos os sexos, € a
segunda causa de morte entre individuos do sexo masculino (SUNG et al., 2021;
WHO, 2020). Dentre os tumores primarios de figado, o carcinoma hepatocelular
(CHC) é prevalente e corresponde a cerca de 75-85% dos casos diagnosticados
(VILLANUEVA et al., 2019).

Os fatores de risco para o CHC sao bem estabelecidos e envolvem consumo
excessivo de alcool, infeccao pelos virus da hepatite B e C, ingestao de aflatoxina
B1 e esteatose hepética, que esta associada a resisténcia insulinica e a sindrome
metabodlica (MCGLYNN; PETRICK; EL-SERAG, 2021; TURKES; CHAU, 2019). O
conhecimento acerca dos fatores envolvidos nos processos de hepatocarcinogénese
e progressdo tumoral € importante para a implementacdo de estratégias de
prevencao e identificacao de alvos terapéuticos para o CHC (SHIMADA et al., 2019).

As terapias potencialmente curativas sdo aplicadas somente quando a
doenca é diagnostica em fase inicial, 0 que ndo ocorre na maioria dos casos. Os
pacientes que apresentam a doengca em estagio intermediario sao tratados com
terapias locoregional, ao passo que os pacientes com CHC em estagio avancado
podem se beneficiar de terapias sistémicas (LLOVET et al., 2016).

O arsenal terapéutico para CHC é extremamente restrito. O sorafenibe, um
inibidor de proteinas cinases, foi aprovado para tratamento de CHC em estagio
avancado em 2007 e permaneceu como farmaco de primeira escolha por mais de
dez anos (RODERBURG et al., 2020). Muitos estudos foram realizados para avaliar
a eficacia terapéutica de outras substancias, contudo, os resultados foram
desanimadores. Em 2018, o lenvatinibe (inibidor de receptores tirosina) foi aprovado
para ser utilizado no tratamento de CHC, embora a eficacia terapéutica seja
modesta em reacdo ao sorafenibe (FORNER, REIG, BRUIX, 2018). Atualmente, a
imunoterapia tem sido usada isoladamente ou em esquema de combinacdo com
outras substancias como uma alternativa para o tratamento de CHC. Dados
preliminares de ensaios clinicos mostram que essas substdncias tém melhor

tolerabilidade, mas ndo melhoram a sobrevida global dos pacientes. Neste cenario, é
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muito importante identificar novas substancias que possam melhorar as propostas
terapéuticas para o CHC.

Estudos realizados previamente pelo nosso grupo de pesquisa, identificou
substancias (LASSBio-2027, 2028, 2029, 2052) capazes de inibir a atividade
catalitica do receptor para o fator de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR2) e,
por consequéncia, a neovascularizacdo em membrana corio-alantdéica de embrides
de Gallus domesticus (PAULI et al., 2020). Dados da literatura mostram que
substancias capazes de inibir VEGFR2 podem inibir também a proliferacdo de
células tumorais. Assim sendo, € interessante avaliar os efeitos dessas substancias

sobre o comportamento proliferativo de células derivadas de CHC.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER DE FIGADO

De acordo com dados do GLOBOCAN, o cancer de figado representa a
segunda causa de morte por cancer no sexo masculino e a terceira causa de morte
considerando ambos os sexos (SUNG et al., 2021) (Figura 1). De acordo com
projecoes feitas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que
aproximadamente 1 milhdo de pessoas morrerdo em consequéncia do cancer
hepatico até 2030. A taxa de sobrevida de 5 anos € extremamente baixa (cerca de
10%), indicando alta letalidade desse tipo de cancer (SARVEAZAD et al., 2019).

Dentre os canceres primarios de figado, o carcinoma hepatocelular (CHC) é
prevalente e compreende cerca de 85% dos casos diagnosticados. As taxas de
incidéncia de CHC variam de acordo com a regido geografica considerada. Em
geral, a incidéncia € maior em paises em desenvolvimento, bem como em regides
endémicas para o virus da hepatite B (VILLANUEVA; LONGO, 2019). No Brasil, a
exemplo do que acontece no mundo, os homens sdo mais acometidos pela doenga
em relagdo as mulheres, e cerca de 90% dos casos apresentam associacao com
quadro cirrético (VIANNA et al., 2014).

Figura 1 - Taxas de mortalidade por cancer.

Mortalidade
ambos os sexos sexo masculino
outros
linfoma 22.9%
colorretal (ndo-hodgkin)
9.4% T%

figado
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eséfago Mama prostata esto(l’nago
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Fonte: Modificada de SUNG et al., 2021.
Nota: Taxas de mortalidade por cancer em ambos 0s sexos e no sexo masculino.
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2.2CARCINOMA HEPATOCELULAR (CHCQ)

O figado normal é constituido pelas células parenquimatosas, os hepatécitos,
que representam 60% da populacdo celular no figado, e células né&o
parenquimatosas (células de Kupffer e células estreladas). Além disso, estdo as
células que revestem os canaliculos biliares e as células endoteliais que revestem
os capilares sinuséides. O carcinoma hepatocelular e o colangiocarcinoma intra-
hepatico representam, aproximadamente, 85% e 15% dos tumores primarios de
figado, respectivamente (LLOVET et al., 2016)

O processo de hepatocarcinogénese é complexo e envolve multiplos estagios
que sdo acompanhados de alteragbes genéticas e epigenéticas (Figura 2). A
inflamagéo crénica, ativacdo de proliferacdo celular, resisténcia a apoptose e o
estabelecimento de células-tronco tumorais sdo os principais eventos associados ao

desenvolvimento do CHC.

Figura 2 - Principais fatores de risco associados ao carcinoma
hepatocelular e eventos relacionados ao processo

de hepatocarcinogénese.
alcool

aflatoxina B
VHE esteatose
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Fonte: Modificado de Hoshikawa; Ueno, 2019.
Nota: VHB, virus da hepatite B; VHC, virus da hepatite C; CHC, carcinoma
hepatocelular.
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Dentre as alteragdes genéticas observadas em CHC, as mais comuns
envolvem mutacdes nos genes TERT, TP53, CTNNB1 e AXIN1. O gene TERT
codifica a subunidade catalitica da enzima telomerase (TERT), responsavel pela
manutencdo das sequéncias teloméricas a cada ciclo de divisdo. TP53 codifica a
proteina supressora de tumor p53 que, em condicbes fisioldgicas normais, esta
associada a eventos biologicos que mantém a integridade gendémica e elimina
células que apresentam danos irreparaveis no DNA. Os genes CTNNB1 e AXIN1
codificam, respectivamente, as proteinas B-catenina e axina que participam da via
de sinalizacdo Wnt/B-catenina, a qual estd associada a modulacdo de varios
processos bioldgicos, incluindo proliferagédo e diferenciacdo. Em média, 26% dos
casos de CHC possuem mutacdées no gene TP53, contribuindo para instabilidade
gendmica, frequentemente observada em células tumorais, e resisténcia aos sinais
supressores de crescimento (LONG et al.,, 2019). Em cerca de 60 % dos casos €
observado mutacbes na regido promotora do gene TERT. Além disso, a reativacédo
da atividade da telomerase em CHC esta associada a eventos de amplificacao (5%)
e translocacao (2-3%). Mutacdes nos genes CTNNB1 e AXINT sdo observadas em,
aproximadamente, 30% e 10% dos casos de CHC, respectivamente (VILLANUEVA,
2019).

Com relacdo as alteracOes epigenéticas, a hipermetilacdo representa o
principal evento relacionado ao desenvolvimento de CHC. Tem sido descrito que a
inativacao das vias de sinalizacdo que regulam negativamente a proliferagéo celular
(RB/p16'NK4 e p53/p14ARF) esta associada a hipermetilagdo na regido promotora do
gene CDKNZ2A que codifica, por splicing alternativo, as proteinas p14ARF e p16!NK4
(LEE et al., 2016).

Os fatores de risco para o CHC sdo bem estabelecidos (Figura 2) e incluem
infecgdes pelos virus das hepatites B (VHB) e C (VHC), consumo excessivo de
alcool, ingestdo de aflatoxina B1 e sindrome metabdlica associada ao diabetes e
obesidade (LLOVET et al., 2016; MARTIN; HERCEG, 2012). Cerca de 80-90% dos
CHC evoluem a partir de cirrose, uma condicdo decorrente de danos cronicos ao
figado e fibrose (MARQUARDT; ANDERSEN; THORGEIRSSON, 2015; SANYAL;
YOON; LENCIONI, 2010). Ao passo que 10% dos CHC se desenvolvem em
pacientes nao cirréticos, cujos fatores de risco incluem infecgbes pelo adenovirus
tipo 2 (VAA2) ou VHB, consumo de aflatoxina B1 e obesidade (NAULT et al., 2015;
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REBOUISSOU; NAULT; 2020). Uma porcentagem dos CHCs que se desenvolvem
na auséncia de cirrose apresenta ativagao dos genes CCNET (ciclina E1) e CCNA2
(ciclina A2). Esse evento tem sido associado a insercdo viral (VAA2 ou CHB) e
rearranjos cromossémicos (LLOVET et al., 2016).

A infeccéao pelo virus da hepatite B ou C representa um importante fator de
risco para o desenvolvimento do CHC. Frequentemente o genoma do virus da
hepatite B integra-se ao genoma causando alteracbes no fendtipo da célula
hospedeira. Além disso, a expressao da proteina viral HBx interfere com uma
variedade de substratos e vias oncogénicas de sinalizacdo que sao criticas no
processo de hepatocarcinogénese e progressao tumoral. Estudos mostram que a
proteina HBx inibe a atividade da proteina supressora de tumor p53 levando a
resisténcia das células infectadas aos sinais indutores de apoptose (LLOVET et al.,
2016).

Os CHCs sao agrupados em 2 classes (proliferativa e nao proliferativa)
considerando de forma integrada as caracteristicas moleculares, clinico-
histopatologicas e etiologicas. Os CHCs classificados como “proliferativo” sao
tumores agressivos, pouco diferenciados, que apresentam instabilidade genética e
ativacdo de vias oncogénicas como RAS/RAF/MEK/ERK e PIBK/AKT/mTOR.
Tumores com essas caracteristicas s&o comumente encontrados em pacientes que
apresentam infeccdo viral (hepatite B). Os tumores classificados como “nédo
proliferativo” sdo tumores mais diferenciados que apresentam mutacées em
CTNNB1, contudo o perfil de expressdo génica € semelhante ao observado para
hepatécitos. Esses tumores tém sido associados a infeccdo por VHC e consumo
excessivo de alcool (REBOUISSOU; NAULT; 2020; ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

Estudos mostram que o CHC é altamente heterogéneo, o que dificulta o
diagnéstico preciso e limita a eficiéncia terapéutica (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018).
A heterogeneidade intratumoral envolve a presenga de varios subclones celulares
com caracteristicas genéticas distintas no mesmo nddulo tumoral, ao passo que a
heterogeneidade intertumoral se caracteriza pela presenca de varios nédulos com
diferengas genéticas e moleculares. O Ultimo caso pode ser decorrente da formagéo
de novas lesdes malignas (carcinogénese de novo) ou devido a formacgédo de
metastase intrahepatica a partir do tumor primério (BARCENA-VARELA; LUJAMBIO,
2021; DING et al., 2019; NAULT; VILLANUEVA, 2015). A heterogeneidade tumoral e
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a complexidade do microambiente tumoral representam fatores importantes para a

resisténcia aos diferentes farmacos utilizados no tratamento sistémico de CHC.

2.3 ESTADIAMENTO DO CARCINOMA HEPATOCELULAR

Um estadiamento feito corretamente é fundamental para o delineamento
apropriado do protocolo de tratamento. As diretrizes de estadiamento estabelecidas
pelo grupo de Barcelona (Barcelone Clinic Liver Cancer - BCLC) sdao amplamente
utilizadas para estadiamento do CHC (Figura 3).

Os parametros utilizados pelo BCLC incluem o tamanho e quantidade de
tumores no figado, a funcionalidade do 6rgao, a presenca de trombos e ascites e 0
estado geral do paciente. Dessa forma, o estadiamento é feito em 5 niveis principais
0 (estagio muito inicial), A (estagio inicial), B (estagio intermediario), C (estagio
avancado) ou D (estagio terminal) (LLOVET et al., 2016). Recentemente, essas
diretrizes foram revisadas para realizar um refinamento no estadiamento do estagio
intermediario (TSILIMIGRAS et al., 2022).

Figura 3 - Estadiamento e propostas terapéuticas para o carcinoma hepatocelular
de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo grupo BCLC (Barcelone
clinic liver cancer).

Estadiamento Estagio muito Estagio Estagio Estagio Estégio
BCLC inicial inicial intermediario avangado terminal
0 A B C D
Fung¢do hepdtica Preservada Preservada Preservada Preservada Estagio final
- .
. . )
@ . .y - .
- . ® v e’
Tratamento Ressecgdo cirlrugica Quimioembolizagdo Sistémico Cuidados
Transplante transartetial paliativos

Ablagdo

Fonte: Modificado de Villanueva, 2019.

Cerca de 40 a 50% dos pacientes com CHC sao diagnosticados em estagios
iniciais (BCLC-0 ou BCLC-A) e sao direcionados para resseccao cirlrgica,

transplante hepatico e ablacdo percutanea por radiofrequéncia. Contudo,
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aproximadamente 70% deles tem recidiva em até cinco anos e nao existem terapias
adjuvantes disponiveis para prevenir a recorréncia da doenca.

Os pacientes diagnosticados em estagio intermediario (BCLC-B) sao elegiveis
para terapia loco regional (TACE, transarterial chemoembolization), com média de
sobrevivéncia de 2 anos (Villanueva et al., 2019). Com a revisao das diretrizes de
estadiamento feito pelo BCLC em 2022, esses pacientes podem ser direcionados
para o transplante ou tratamento sistémico como alternativas terapéuticas a
quimioembolizacao (TSILIMIGRAS et al., 2022).

Os pacientes, cujo diagnostico € realizado em fase avancada da doenca
(BCLC-C), o que corresponde a 40% dos casos diagnosticados, podem ser
beneficiados pela terapia sistémica (MONTIRONI et al., 2019; VILLANUEVA, 2019).

2.4 TRATAMENTO SISTEMICO

Como mencionado anteriormente, o estadiamento do tumor € essencial para
a definicdo das propostas terapéuticas para o CHC e o tratamento sistémico é
indicado para os casos em que a doenca € diagnosticada em fase avancgada
(VILLANUEVA et al., 2019; TSILIMIGRAS et al., 2022).

O tratamento sistémico para o CHC inclui o uso de inibidores de proteinas
cinases e anticorpos monoclonais. O sorafenibe (Nevaxar®) foi aprovado em 2007
devido a sua capacidade de aumentar a sobrevida dos pacientes em 3 meses. Entre
2007 e 2018, o sorafenibe foi usado como Unica opcao para tratamento sistémico.
Em 2018, o lenvatinibe foi aprovado como farmaco de primeira escolha (EASL,
2018), pois os estudos clinicos mostraram que sua eficiéncia terapéutica nao foi
inferior a observada para o sorafenibe. Ambos os farmacos séo inibidores de
multiplas proteinas cinases. O sorafenibe inibe os receptores dos fatores de
crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR2) e derivado de plaquetas B (PDGF B), o
receptor MET e a serina-treonina cinase RAF, um membro da via das MAPKs
(mitogen activated protein kinases). O lenvatinibe atua sobre VEGFR 1-3, receptores
dos fatores de crescimento de fibroblastos 1, 2, 3 e 4 (FGFR 1-4) e os receptores
KIT e MET (LLOVET, 2014; KUDO et al., 2018; MONTIRONI et al., 2019).

A partir de 2018, outros inibidores de proteinas cinases e anticorpos

monoclonais foram aprovados como farmacos de segunda escolha para tratar
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pacientes resistentes ao sorafenibe, os quais incluem regorafenibe (Stivarga®),
cabozantinibe (Cabometyx®), ramucirumab (Cyramza®) e nivolumab (Opdivo®). O
regorafenibe e o cabozatinibe sao inibidores de proteinas cinases, enquanto
ramucirumab e o nivolumab s&o anticorpos monoclonais que atuam sobre VEFGR2
e PD-1, respectivamente (MONTIRONI et al., 2019; VILLANUEVA, 2019). A
resisténcia tumoral representa um grande obstaculo para o sucesso das propostas
terapéuticas. Nesse sentido, é necessario ampliar o arsenal terapéutico e avaliar a
eficacia de protocolos que empregam a combinacdo de diferentes farmacos.
Recentemente, foi aprovado o uso combinado de atezolizumab (Telentrig®) (anti-
VEGFR2) e bevacizumab (Avastin®) (anti-PD-1) para tratamento de CHC (FINN et
al., 2020).

Apesar da introdu¢do de novos farmacos para o tratamento do CHC, a taxa
de sobrevida em 5 anos ainda é muito baixa, correspondendo a 10% para 0s
tumores locais e 3% para os tumores metastaticos (CONNELL et al., 2016; FINN et
al., 2020), o que motiva a busca constante por novos agentes capazes de melhorar
as propostas terapéuticas para o CHC.

Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa, derivados N-
acilidrazénicos (NAH) foram sintetizados com o objetivo de identificar substancias
com atividade antiangiogénica (LASSBi0-2026, 2027, 2028, 2029, 2051, 2052, 2053
e 2054). Esses derivados foram planejados usando o AAL-993 como protdtipo, um
potente inibidor de VEGFR2. No planejamento desses derivados, o grupo pirimidina
e 0 espacador amidico do AAL-933 foram substituidos, respectivamente, pela
isovanilina e o fragmento N-acilidrazbnico, e diferentes substituintes foram inseridos
no grupo aril.

Dentre os derivados obtidos, LASSBio-2027, 2028, 2029 e 2052 inibiram
significativamente a atividade catalitica de VEGFR2 e reduziram a
neovascularizagao, induzida por VEGFA, em membrana corio-alantoica de embrides
Gallus domesticus (PAULI et al., 2020). De acordo com alguns estudos, agentes
capazes de inibir VEGFR2 podem inibir a proliferagado de células tumorais (EL-DASH
et al.,, 2021; LU et al., 2016; MOHAMED et al., 2019; NIU et al., 2021), de modo que
o potencial farmacolégico dessas substancias pode ser mais amplo e nao restrito a

atividade antiangiogénica. Dessa forma, seria interessante avaliar a influéncia de
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LASSBIi0-2027, 2028, 2029 e 2052 sobre o comportamento proliferativo de modelos
representativos de CHC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antitumoral de derivados N-acilidrazénicos (NAH) usando
como modelo de estudo linhagens celulares que sao representativas de carcinoma

hepatocelular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) avaliar a influéncia das substancias sobre o comportamento proliferativo de
células HepG2 e Hep3B e selecionar a substancia mais ativa;

b) investigar possivel influéncia sobre a progressdao do ciclo celular e
caracterizar os mecanismos moleculares associados;

c) avaliar a atividade pro-apoptética da substancia selecionada;

d) investigar modulagédo das vias de sinalizacdo que regulam proliferacao e

sobrevivéncia celular.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 LINHAGEM CELULAR E CONDICOES DE CULTIVO

Foram utilizadas as linhagens Hep3B e HepG2, as quais foram adquiridas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem Hep3B é derivada de um
individuo negro (sexo masculino, 9 anos de idade) com carcinoma hepatocelular. A
linhagem HepG2 ¢ derivada de um individuo caucasiano (sexo masculino, 15 anos
de idade) com carcinoma hepatocelular. Fibroblastos primarios derivados de
fragmentos de pele humana normal foram incluidos no estudo como referéncia de
células ndo-transformadas. As culturas primarias foram gentilmente cedidas pelo
prof. Dr. Angel Mauricio Castro Gamero do Instituto de Ciéncias da Natureza (ICN)
da UNIFAL-MG (aprovacao do comité de ética consta no processo 2.082.524).

As culturas foram mantidas em Meio Minimo de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM/F12, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (FBS, Cultilab, SP, Brasil) em atmosfera controlada (37°C, 95% de ar e 5%
de COz2). As subculturas foram feitas regularmente a cada 2 ou 3 dias. Os estoques

foram mantidos em nitrogénio liquido.
4.2 SINTESE DOS DERIVADOS N-acilidrazénicos (NAH)

Os derivados NAH (LASSBi0-2027, 2029 e 2052) foram sintetizados no
Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e cedidas, gentilmente, pelo Prof. Dr. Eliezer
Jesus de Lacerda Barreiro (Figura 4). As substancias foram solubilizadas em
dimetilsulféxido (DMSO) para obtencdo de solugdes-estoque (20,0 mM).
Subsequentes diluicoes foram feitas em meio de cultura imediatamente antes do
uso. A quantidade de DMSO nao excedeu 0,5% (v/v) nas abordagens experimentais
realizadas para avaliar as atividades antiproliferativa e pr6-apoptética da substancia-
lider.
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Figura 4 — Estrutura quimica dos derivados N-acilidrazdnicos, os quais foram obtidos a
partir de modificacées estruturais do AAL-993.

— |
W V\\:[OH
SN 7 OCH,
AAL-993 Derivados N-acilidrazénicos

B cl CF,

NN : HN,NQ/©, HN'N%)@/
NH NH NH

K@% L : joH ﬁOH
OCH, OCH, OCH;
LASSBi0-2027 LASSBi0-2029 LASSBio-2052

Fonte: Modificado de Pauli et al., 2020.

Nota: O AAL-993 foi usado como protétipo para a obtencdo dos derivados N-
acilidrazénicos (A). As modificagdes estruturais envolvem: i) substituicdo da
pirimidina pelo nucleo de isovanilina; ii) substituicao do grupamento amidico pelo
grupamento N-acilidrazénico (vermelho); e iii) modificagbes sequenciais nos
substituintes ligados ao grupo aril. No presente estudo, a atividade antiproliferativa

de LASSBIi0-2027, LASSBi0-2029 ¢ LASSBio-2052 (B) foi avaliado frente a
linhagens derivadas de carcinoma hepatocelular

4.3 VIABILIDADE CELULAR

A taxa de viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico usando
a sulforrodamina B (SRB). As células foram semeadas em placas de 96 poc¢os na
densidade de 1,0 x 10* células/poco. As culturas foram tratadas com os derivados
NAH (0 - 200,0 yM) por 48 horas. Ao final do tempo de tratamento, as células foram
fixadas com &cido tricloroacético (10%) e coradas por com SRB (0,4%) por uma
hora. O excesso da SRB foi removido por lavagens com acido acético (1%). A SRB
estavelmente ligada as proteinas foi solubilizada em solucdo de Tris (10 mM) e as
amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 540 nm com referéncia de 690.

Os valores apresentados correspondem a média + desvio padrao (DP) de trés
experimentos independentes realizados em quadruplicata. Os valores de
ICs0 (concentragdo necessdria para inibir 50% do crescimento) foram determinados
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utilizando o software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA).

4.4 ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

As células foram semeadas em baixa densidade (1000 células por placa) em
placas de 35 mm de diametro. Apdés 24 horas, as culturas foram tratadas com a
substancia de interesse por 48 horas. Decorrido o periodo de tratamento, o meio foi
substituido por meio fresco e as amostras permaneceram em cultura 12 ou 13 dias
dependendo da linhagem celular. As amostras foram fixadas (metanol PA, Sigma
por 30 minutos) e, apds secagem, foram coradas com cristal violeta (5 minutos).

A quantificagdo das colénias foi realizada com auxilio de
estereomicroscépico (aumento 20x). Na analise, somente as colbnias contendo mais
de 50 células foram consideradas e os dados apresentados correspondem a média +
desvio padréo (DP) de trés experimentos independentes, os quais foram realizados
em duplicata.

4.5 ANALISE DE PROGRESSAO DO CICLO CELULAR

A din&mica de progressao do ciclo celular foi avaliada por citometria de fluxo.
As células foram semeadas em placa com 35 mm com densidade de 1,0 x 10°
células/pogo. ApOs adesao (24 horas), as células foram tratadas por 48 horas e
coletadas por digestdo enzimatica (solucdo de tripsina-EDTA, Sigma). Apods
centrifugacao (5 minutos a 200 x g), o precipitado de células foi homogeneizado em
PBS e as amostras foram fixadas com etanol (75% em PBS) a 4° C por 24 horas.
Ap6s nova centrifugacao, as células foram coradas por 1 hora em uma solucao
contendo PBS (phosphate-buffered saline), RNAse (1,5 mg/mL) e iodeto de propidio
(90 pg/mL) (Guava Technologies-Merck Millipore). A andlise foi realizada em
citbmetro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT) usando o software GuavaSoft 2.7.
Os dados apresentados representam a média + desvio padrdao (DP) de trés
experimentos independentes realizados em duplicata.
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4.6 ENSAIO DE ANEXINA V — DETERMINACAO DE APOPTOSE

A determinacdo na frequéncia de células apoptéticas foi realizada pelo
ensaio de Anexina V usando o kit anexina V-FITC/7-AAD (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, EUA) de acordo com instru¢cées do fabricante. As células Hep3B e
HepG2 foram tratadas com as substancias LASSBi0-2026 e LASSBio-2052 por 48
horas. As concentragdes utilizadas foram correspondentes ao ICso e 1Cso/2. Ao
término do tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimatica e as
amostras foram centrifugadas (200 x g por 5 minutos), lavadas em PBS e
homogeneizadas em solucdo contendo anexina V-FITC e iodeto de propideo (IP).
Apb6s 20 minutos, o as amostras foram analisadas no citdmetro fluxo. Os dados
apresentados representam a média + desvio padrdo (DP) de trés experimentos
independentes realizados em duplicata.

4.7 EXPRESSAO GENICA — QUANTIFICACAO DE RNA MENSAGEIRO

A abundancia relativa de RNAm para CCNB1, CDKN1A, CDK1, PLK1, BAX,
BCL-2, AURKA e AURKB (Tabela 1) foi avaliada por gPCR. As células foram
semeadas em placas de 35 mm de didmetro a uma densidade de 2,0 x 10° células
por placa. Apds 24 horas de tratamento, as células foram coletadas por digestao
enzimatica e a suspensao celular foi centrifugada (200 x g, 5 minutos a 4 °C). O
precipitado de células foi homogeneizado em 350 uL de tampao de lise e as
amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento da extragcdo 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 instrugdes do
fabricante e, entdo, eluido em 30 yL 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), e 1 ug de RNA total foi usado
na reacdo de transcricdo reversa (RT) usando o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Applied Biosystems) de acordo com as instrucdes do fabricante (25
°C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85 °C por 5 min para a inativagdo da enzima).
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Tabela 1 - Sequéncia de bases dos primers utilizados na gPCR

Gene Sequéncia do primer
F 5°’- TCTTCACAGGAGGCAAATCCA-3’

AURKA R 5’-AATAAGTTACACACTCACTCAGGTACTA-3’
AURKB F 5'-AAAGAGCCTGTCACCCCATC-3’
R 5-CGCCCAATCTCAAAGTCATC-3'
PLK] F 5'-CCTGCACCGAAACCGAGTTAT-3'
R 5-CCGTCATATTCGACTTTGGTTGC-3'
CCNBI F 5’- GTACCCTCCAGAAATTGGTGA-3’
R 5’- GACTACATTCTTAGCCAGGTG-3’
CDKNIA F: 5-CCATAGCCTCTACTGCCACCATC-3'
R 5'-GTCCAGCGACCTTCCTCATCCA-3’
CDKI F 5-ATGAGGTAGTAACACTCTGG

R5'- CCTATACTCCAAATGTCAACTG
FOXM1 F: 5-"TGCCCAGCAGTCTCTTACCT-3'

R: 5-CTACCCACCTTCTGGCAGTC-3’

F 5’- AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’

ACTB R 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG -3’

Fonte: Do autor

A abundancia de RNAm dos genes alvos foi investigada através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o termociclador
ABI Prism7500® (Applied Biosystems) e o kit de amplificacdo Power Syber Green
Master Mix® (Applied Biosystems). Os niveis de expressdo dos genes alvos foram
normalizados usando (-actina. A abundancia relativa de RNAm de cada gene foi
calculada utiizando o método AACt com corregdo de eficiéncia
usando uma amostra controle como referéncia (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). Os dados apresentados representam a média * erro da
média a partir de 4 experimentos independentes.

4.8 EXPRESSAO PROTEICA
A expressao proteica foi avaliada por imunoblot. As células foram semeadas

em placas de 100 mm de diametro (2,0 x 10° células/placa). Apds tratamento, as
células foram homogeneizadas em tampéao RIPA (NaCl 150mM, NP-40 1,0 %, &cido
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desoxicolato de sodio 1% em Tris-HCL 50 mM, pH= 7,5) contendo inibidores de
protease e fosfatase (Sigma). Ap6s centrifugacao (12000 g) por 10 minutos, o
sobrenadante foi coletado e a quantificacdo de proteinas realizada pelo método BCA
(GE Healthcare). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro (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 betamercaptoetanol 1% em agua
deionizada) e desnaturadas por 5 minutos (100 °C). O fracionamento das proteinas
foi realizado em minigel de poliacrilamida 12% com SDS (2,5 horas a 100V). Em
cada poco foi colocado 30 ug de proteinas totais.

A transferéncia para membrana de PVDF (Amersham Pharmacia) foi
realizada por 2 horas a 200 mA em tampao (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 solucao de Ponceau 0,5% por 5 minutos para verificar a eficiéncia da
transferéncia. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes em agua destilada. O
bloqueio foi realizado com TBS a 0,02 M contendo leite desnatado em pé (Molico —
Nestlé) a 5% e tween 20 (Pharmacia) a 0,05% por 1 hora a temperatura ambiente,
sob agitagao.

As membranas foram incubadas com os anticorpos de interesse (ciclina B;
a-tubulina, ERK e fosfo-ERK) por 12 horas a 4 °C. Apds sucessivas lavagens com
TBS e TTBS (tampao tris-salina acrescido de 0,1% de tween 20), as membranas
foram incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo ou de coelho
(1:1000) conjugado com peroxidase (Amersham Pharmacia) por 2 horas a 27 °C,
sob agitacdo. Entdo as membranas foram lavadas novamente e revelada por
quimioluminescéncia (ECL®, Amersham Pharmacia) conforme especificagbes do
fabricante. Um protocolo de marcacdo foi seguido para detectar bandas
imunorreativas para diferentes anticorpos. Os resultados foram obtidos a partir de
trés experimentos independentes. A quantificagdo das bandas imunorreativas foi
realizada por meio de um programa publico (Bio-Rad Software Image Lab). Os
dados apresentados representardo a média + desvio padrdo (DP) de trés
experimentos independentes.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

As diferencgas significativas foram avaliadas de acordo com ANOVA e pés-
teste de Dunnet ou Tukey dependento da abordagem utilizada. Os dados
apresentados representam a média + desvio padrdo ou a media * erro da média de,

pelo menos, 3 experimentos independentes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, derivados N-acilidrazénicos foram avaliados quanto sua
capacidade de inibir proliferagdo de células derivadas de carcinoma hepatocelular
(Hep3B) e de hepatoma (HepG2), as quais sdo amplamente utilizados como modelo
de estudo (ARZUMANIAN et al., 2021). Ambas as linhagens apresentam mutac¢des
frequentemente observadas em carcinoma hepatocelular, incluindo mutagbes no
exon 3 do gene CNNBT1 (codifica a B-catenina) e mutacées no promotor do gene
TERT (codifica a subunidade catalitica da enzima telomerase) (ARZUMANIAN et al.,
2021). Contudo, a linhagem HepG2 carrega a forma selvagem do gene TP53 (que
codifica a proteina supressora de p53), ao passo que a linhagem Hep3B nao
expressa esse gene devido a delegcdo de ambos os alelos (Lee; KWON, 2019;
MITRY et al., 1997). A linhagem Hep3B apresenta o genoma do virus da hepatite B
integrado em seu genoma (LEE et al., 1999; LIAN et al., 2006), sendo representativa
de tumores agressivos e de dificil tratamento (LEVRERO; ZUCMAN-ROSSI, 2016).

Os ensaios de viabilidade mostraram que os derivados NAH reduzem a taxa
de viabilidade em culturas Hep3B e HepG2 ap6s 48 horas de tratamento (Figuras 5
e 6). O efeito foi dependente da concentracdo utilizada e os valores de [Cso
(concentragdo necessaria para inibir 50% do crescimento) foram determinados a
partir das curvas dose-resposta (Tabela 2). A substancia LASSBio-2052 reduziu a
viabilidade com maior eficiéncia em relagdo aos demais derivados NAH avaliados.
Os valores de ICs0 de LASSBi0-2052 foram, aproximadamente, 20 uM e 40 uM para
as linhagens HepG2 e Hep3B, respectivamente. A atividade citotoxica dos derivados
NAH também foi avaliada frente a fibroblastos derivados de pele humana normal,
contudo os resultados mostraram que essas substancias sdo muito menos
citotéxicas para as células normais em relagdo as células tumorais (Tabela 2). Os
dados preliminares indicam que as substancias estudadas sao seletivas para as
células tumorais e que LASSBIi0-2052 representa um protétipo promissor para

futuras investigacoes.
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Figura 5 - (A-C) Curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio de
viabilidade (sulforodamina B) na linhagem Hep3B.
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Fonte: Do autor
Nota: As culturas foram tratadas por 48 horas com as substancias LASSBio-2027,
2029 e 2052 em diferentes concentragoes.

Figura 6 - (A-C) Curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio de viabilidade
(sulforodamina B) na linhagem HepG2.
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Fonte: Do autor
Nota: As culturas foram tratadas por 48 horas com as substancias LASSBi0-2027,
2029 e 2052 em diferentes concentragoes.
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Tabela 2 - Valores de 1Cso (uUM) determinados apés 48 horas de tratamento com
os derivados N-acilidraz6nicos

HepG2 Hep3B Fibroblasto
2027 80,26 £ 3,43 148,20 + 15,96
2029 55,63 £ 5,38 67,11+7,10
2052 18,21+ 2,52 41,48 +2,42 >100

Fonte: Do autor

A Figura 7 mostra o aspecto morfoldégico de culturas HepG2 (Figura 7A) e
Hep3B (Figura 7B) tratadas com LASSBio-2052 por 48 horas. Foi possivel observar
menor densidade celular nas amostras tratadas com LASSBio-2052 em
concentracdes equivalentes a metade do valor de ICso. Ao passo que as culturas
tratadas com LASSBIi0-2052, em concentracdes equivalentes ao 1Cso, exibiram
células arredondadas e parcialmente aderidas ao substrato, um indicativo de

citotoxicidade.



Figura 7 - Imagens ilustrativas mostrando o aspecto morfologicos de
células HepG2 e Hep3B.
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Fonte: Do autor
Nota: As linhagens HepG2 (A) e Hep3B (B) foram tratadas por 48 horas com
LASSBi0-2052.
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Ensaios adicionais de viabilidade foram realizados, de modo que as taxas de
viabilidade foram determinadas com 0, 24 e 48 horas de tratamento objetivando
avaliar a cinética de crescimento das células HepG2 e Hep3B submetidas ao
tratamento com LASSBi0-2052. Nesse ensaio, concentragées equivalentes ao 1Cso
e 1Cso/2 foram utilizadas. Foi possivel observar que a taxa de viabilidade foi menor
apos 24 e 48 horas de tratamento em ambas as linhagens, sugerindo que LASSBio-
2052 inibiu a proliferacdo de células HepG2 e Hep3B (Figura 8). Além disso, foi
possivel notar que, apdés 48 horas de tratamento, as culturas tratadas com
LASSBIi0-2052 na maior concentracado (ICso) apresentaram taxa de viabilidade

menor em relacao ao tempo 0, indicando a ocorréncia de morte celular (Figura 8).

Figura 8 - Viabilidade celular determinada pelo ensaio
de sulforrodamina B.
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Fonte: Do autor

Nota: As culturas HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-2052 por
48 horas e viabilidade foi determinada com 0, 24 e 48 horas.
***p<0.001 de acordo com ANOVA e pos-teste de Tukey ao
comparar amostras tratadas com o grupo controle (DMSO).
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Na sequéncia, ensaios de capacidade clonogénica foram realizados para
melhor caracterizar a atividade antiproliferativa de LASSBio-2052. Os dados
mostraram que houve significativa redugao na frequéncia de colénias formadas em
ambas as linhagens (Figura 9), o que corrobora os dados anteriores referentes a
cinética de proliferagéo (Figura 8).

Figura 9 - Ensaio de capacidade clonogénica
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Nota: As culturas foram tratadas com LASSBio-2052 por 48 horas com concentragdes
equivalentes ao ICso e ICs0/2. O periodo de recuperacdo em meio fresco foi de 12 dias
para a HepG2 e 13 dias para a Hep3B. (A e C) Imagens ilustrativas (aumento 20x) e
(B e D) andlise da capacidade clonogénica. Apenas as colénias com mais de 50
células foram consideradas na andlise. *** p<0,001 de acordo com ANOVA e pés-
teste de Dunnet.

A atividade antiproliferativa e/ou citotoxica de derivados NAH tem sido
relatada em outros estudos (PRESSETE et al., 2023; RODRIGUES et al., 2016;
SILVA et al., 2018). Rodrigues et al., (2016) usaram a tricostatina A, um pan inibidor
de histona desacetilases (HDACs), como protétipo para obter derivados NAH que
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seletivamente inibem as HDACs 6/8. Essas substancias inibiram a proliferacao e
induziram apoptose em células HepG2 e HT-144 (melanoma). Silva e colaboradores
(2018) usaram um espacador N-acilidrazdnico para conectar o grupo farmacoférico
da curcumina a um anel aromatico contendo diferentes substituintes. Esses
compostos hibridos inibiram a proliferacdo de células MCF-7 (cancer de mama).
Recentemente, Pressete e colaboradores (2023) demonstraram que substancia
hibrida contendo o grupo piperonil da piperina ligado a anel aromatico do acido
clorogénico por um fragmento N-aciliidrazénico inibe a proliferacdo de células
derivadas de melanoma (SK-MEL-14). A atividade antiproliferativa do composto
hibrido piperina-acido clorogénico foi associada a sua capacidade de modular o
perfil de expressdo de proteinas cinases que regulam a transicdo G2/M. Vale
ressaltar que a substancia LASSBi0-2052 foi obtida a partir do arcabougo estrutural
do AAL-993, um potente inibidor do receptor para fator de crescimento endotelial
vascular 2 (VEGFR2). Estudos mostram que substancias capazes de inibir VEGFR2
sdo capazes de inibir a proliferacdo de células derivadas de tumores humanos,
incluindo Hela (colo uterino), MCF-7, SNB-75 (neuroblastoma) e HepG2 (EL-DASH
et al., 2021; LU et al., 2016; MOHAMED et al., 2019; Ni et al., 2021; SUN et al.,
2018).

Dando continuidade a investigacao, a dinamica de progressao do ciclo celular
foi avaliada em culturas de HepG2 e Hep3B tratadas com LASSBio-2052 na
concentragdo equivalente ao ICso. Os resultados mostraram que houve aumento
significativo da populacdo G2/M com reducao das populacdées G1 e S em culturas
em ambas as linhagens celulares (Figuras 10 e 11), indicando que a atividade
antiproliferativa de LASSBi0-2052 estd associada a sua capacidade de inibir a
progressao do ciclo celular. Aumento da populacdo G2/M também foi observado em
culturas de MCF-7 e SBN-75 tratadas com derivado triazdlico de cumarina
(MOHAMED et al., 2019) e substéancia hibrida contendo aminotiazol e tienopirimidina
(EL-DASH et al., 2021), as quais inibem a atividade catalitica de VEGFR2.

A transicdo G2/M é altamente regulada e requer a presenca de complexos
ciclina B-CDK1 ativos. Na fase G2 do ciclo celular, a expresséao de ciclina B aumenta
e complexos ciclina B-CDK1 se formam, contudo, esses complexos permanecem
inativos devido a fosforilacao inibitéria de CDK1 (treonina 14 ou tirosina 15) mediada
por Myt1 e Wee1, respectivamente (MALUMBRES; BARBACID, 2009; MATTHEWS
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et al., 2022; SMITH et al., 2010). A reversao da fosforilagcao inibitoria para a entrada
na mitose requer a ativacao da fosfatase CDC25 (CDC25C preferencialmente)
(SUR; AGRAWAL, 2016). Além disso, é necessério que a CDK1 seja fosforilada no
residuo de treonina 161 para ativagcao total dos complexos ciclina B-CDK1, evento
mediado pela CDK7, uma subunidade do complexo proteico CAK (CDK-activating
kinase) (LOLLI; JOHNSON, 2005; OTTO; SICINSKI, 2017). A interacdo das
proteinas p21 e p27 com complexos ciclina B-CDK1 altera a conformagédo da CDK1,

o que previne a fosforilacdo ativadora (HARPER; ELLEDGE, 1996; MATTHEWS et
al., 2021).

Figura 10 - Andlise de progressdo do ciclo celular na linhagem
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Nota: As culturas foram tratadas com 48 horas com LASSBio-2052. (A)
Histogramas ilustrativos obtidos por citometria de fluxo mostrando a
distribuicao das populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular
(Sub-G1, marrom claro; G0/G1, rosa; S, verde claro; G2/M,azul). A
populagdo com conteido de DNA maior de 4C (verde escuro) nao foi
considerada na andlise. (B) Andlise das populagdes celulares. * p<0,05; ***
p<0,001; **** p<0,0001 de acordo com ANOVA e pés-teste de Dunnet.
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Figura 11 - Andlise de progressao do ciclo celular na linhagem
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Nota: As culturas foram tratadas por 48 horas LASSBi0-2052. (A) Histogramas
ilustrativos obtidos por citometria de fluxo mostrando a distribuicao das
populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular (Sub-G1,
marrom claro; G0/G1, rosa; S, verde claro; G2/M,azul). A populagdo com
conteddo de DNA maior de 4C (verde escuro) ndo foi considerada na
analise. (B) Analise das populacbes celulares, * p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001 de acordo com ANOVA e pés-teste de Dunnet.

A expressdo e ativacdo das cinases aurora A/B e PLK-1 é crucial para a
transicdo G2/M, progressao pelas subfases da mitose e citocinese. Aurora A atua na
maturacédo/separacdo dos centrossomos e organizacdo do fuso bipolar (DIAZ-
MORALLI et al., 2013; LIN et al., 2020; MARUMOTO; ZHANG; SAYA, 2005). A
Aurora B integra o complexo passageiro de cromossomos (CPC) e esta envolvida
com o empacotamento do material genético, monitoramento da ligagéo das fibras do
mitético as regides cinetocéricas dos cromossomos e citonese (KRENN;
MUSACCHIO, 2015; MANZIONE et al., 2020). A PLK1 atua de forma cooperativa

com as auroras A e B para orquestrar os eventos necessarios a dinamica de
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segregacao cromossémica e formacdo das células filhas (CHOU et al., 2015;
COLICINO; HEHNLY, 2018; KETTENBACH et al., 2018; WONG et al., 2022).

Considerando que LASSBi0-2052 alterou a progressao do ciclo e que houve
aumento da populagdo G2/M em resposta ao tratamento, o perfil de expressao de
expressao de reguladores da transicdo G2/M foi avaliado em nivel de RNA
mensageiro apos 24 horas de tratamento (Figuras 12 e 13). A expressao relativa de
AURKA (Aurora A), AURKB (Aurora B), PLK1, CDK1, CNNB1 (ciclina B1) e CCND1
(ciclina D1) foi significativamente reduzida em culturas tratadas com LASSBio-2052
na concentracdo de 20 puM. Enquanto a abundancia de RNA mensageiro para
CDKN1A (p21) foi, aproximadamente, o dobro nas amostras tratadas com 20 uM em
relacdo ao grupo controle (Figura 12).

Na linhagem Hep3B, a expressao relativa de AURKA, CDK1, CNNB1, AURKB
e PLK-1 foi significativamente menor nas amostras com LASSBio-2052 na
concentracao de 40 uM (Figura 13). Embora significativa, a reducdo dos niveis de
RNA mensageiro para AURKB e PLK1 foi menos expressiva em comparagao com
CCNB1, CDK1 e AURKA. Curiosamente, a expressdao relativa de p21 foi,
aproximadamente, nove vezes maior em culturas Hep3B tratadas com LASSBio-
2052 em relac&o ao grupo controle (Figura 13).

A linhagem Hep3B ndo expressa o gene TP53, principal regulador
transcricional de CDKN1A (QIU et al., 2015; YU et al.,, 2020), de modo que o
aumento na expressao relativa de CDKNT1A, induzido por LASSBio-2052, é
independente da ativacdo de p53. Por outro lado, a linhagem Hep3B tem o genoma
do virus da hepatite B integrado em seu genoma e expressa a proteina viral X (HBx).
Foi demonstrado por Ahn et al. (2001) que a proteina HBx inibe a transcricdo de
CDKN1A por regular negativamente a expressao do fator de transcricao SP1. Assim,
€ possivel que o aumento expressivo de CDKN1A em resposta ao tratamento com
LASSBi0-2052 seja decorrente da inibicdo de HBx ou da inibicdo direta de SP1,
uma vez que a ativagao transcricional de CDKN1A, mediada por SP1 tem sido
demonstrada em outros estudos (DE SIERVI et al., 2004; YOSHIDA et al., 2009).
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Figura 12 - Expresséao relativa de AURKA e AURKB, PLK1, CDK1, CNNB1,
CNND1, FOXM1 e CDKN1A na linhagem HepG2.

Fonte: Do autor

Nota: As culturas foram tratadas por 24 horas com LASSBi0-2052 e a expressao relativa dos
genes AURKA e AURKB, PLK1, CDK1, CNNB1, CNND1, FOXM1 e CDKN1A foi
determinada por qPCR. *p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 de acordo com
ANOVA e pos-teste de Tukey.

Os niveis de expressao proteica de ciclina B foram determinados nas
linhagens HepG2 e Hep3B, apbés 48 horas de tratamento com LASSBio-2052
(Figuras 14A e 15A). Em ambas as linhagens, houve significativa redu¢ao nos niveis
de ciclina B em resposta ao tratamento, corroborando os dados obtidos em nivel de
RNA mensageiro. Assim sendo, os dados sugerem que o bloqueio em G2/M nas
linhagens HepG2 e Hep3B, induzido por LASSBio-2052, estd associado a sua
capacidade de regular negativamente a expressado de cinases mitbticas, reduzir a
expressao de ciclina B e induzir a ativagao transcricional de CDKN1A (LAPENA,
GIORDANO, 2009; SUR; AGRAWALL, 2016; VAN LEUKEN; CLIJSTERS;
WOLTHUIS, 2008).
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Figura 13 - Expressao relativa de AURKA e AURKB, PLK1, CDK1, CNNB1,
FOXM1, CDKN1A na linhagem Hep3B.
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Fonte: Do autor
Nota: As culturas foram tratadas por 24 horas com LASSBi0-2052 e a expressao relativa dos

genes AURKA e AURKB, PLK1, CDK1, CNNB1, FOXM1 e CDKN1A foi determinada
por gPCR.. *p<0,05, ***p<0,0001 de acordo com ANOVA e pos-teste de Dunnet.
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Figura 14 - Expresséo de ciclina B e p-ERK na linhagem HepG2.
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Nota: As culturas foram tratadas com LASSBio-2052 (10 e 20 uM) por 48
horas e a expressdo de ciclina B (A e B) e p-ERK (C e D) foi

determinada por western blot.

a-tubulina foi utilizada como controle.

*p<0,05 e ***p<0,001 de acordo com ANOVA e pés-teste de Dunnet.

Figura 15 - Expressao de ciclina B e p-ERK na linhagem Hep3B.
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Nota: As culturas foram tratadas com LASSBio-2052 (20 e 40 uM) por 48 horas
e a expressao de ciclina B (A e B) e p-ERK (C e D) foi determinada por
western blot. a-tubulina foi utilizada como controle. **p<0,01, ***p<0,001,
****n<0,0001 de acordo com ANOVA e pés-teste de Dunnet.
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Considerando a concomitante redug¢do, em nivel transcricional das cinases
mitoticas em resposta ao tratamento com LASSBi0-2052, o perfil de expresséao de
FOXM1 foi investigado. FOXM1 é um fator de transcricao da familia Forkhead box
envolvido na ativagao transcricional de uma variedade de genes, incluindo os genes
necessarios a transicao G2/M (SADASIVAM; DUAN; DECAPRIO, 2012; GUILLEN et
al., 2023). Os dados mostraram que a expressao relativa de FOXMT71 foi
significativamente reduzida em culturas de HepG2 e Hep3B tratadas com LASSBio-
2052 (Figuras 12 e 13), o que reforga a atividade antitumoral dessa substancia.
Estudo recente mostra uma correlagdo positiva entre niveis de expressdo de FOXM1
e progressao tumoral em pacientes com CHC (CHAND et al., 2019; 2022). Yu et al.
(2015) mostraram que os niveis de expressdao de FOXM1 sdo maiores em CHC
(76.09 %) comparado com o tecido hepatico adjacente ao tumor (39.13 %) e com o
figado normal (8.33 %). Os autores mostraram que a expressao exégena de FOXM1
in CHC aumenta a taxa de proliferacdo in vitro e in vivo. Aléem disso, os autores
demonstraram que, paralelamente ao aumento de FOXM1, houve um aumento
significativo na expressdo das ciclinas B1 e D1 e reducdo de inibidores de CDKs
p27KP1 @ p21CP1. O aumento proporcional de FOXM1 e ciclina B também foi
demonstrada em CHC por Chai et al. (2018).

Tem sido demonstrado que FOXM1 regula a expressao de cinases mitéticas
(aurora A e PLK-1), VEGFA e CXCL12A via RAF/MEK/ERK (WANG et al., 2010). A
regulacdo transcricional de FOXM1 é complexa e envolve diferentes vias de
sinalizagao, incluindo as vias RAS/MEK/ERK, PI3K-AKT e STAT (KALATHIL; JOHN;
NAIR, 2021). Assim, no presente estudo, os niveis de expressao e de ativacado de
ERK foram avaliados. Os resultados mostraram que LASSBi0-2052 inibiu
significativamente a ativacdo de ERK em culturas de HepG2 e Hep3B apds 48 horas
de tratamento, como demonstrado pelo aumento na expressao de p-ERK (Figuras
14B e 15B). A inibicdo da Via RAF/MEK/ERK pode ter contribuido para redugao nos
niveis de expressdo de FOXM1 e, consequentemente, das auroras cinases, PLK1 e
das ciclinas B e D.

Por fim, o potencial pro-apoptético de LASSBio-2052 foi avaliado,
considerando que o estresse celular induzido pelo bloqueio do ciclo em G2/M pode
ter ativado vias que culminam na inducao de apoptose. Além disso, muitos agentes
que inibem VEGFR2 induzem apoptose em células tumorais incluindo HepG2
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(ALSAIF et al., 2021a; ALSAIF et al., 2021b; TAHA et al., 2022). De acordo com 0s
resultados do ensaio de anexina V, LASSBio-2052 induz apoptose em células
HepG2 e Hep3B (Figura 16). Houve aumento significativo na frequéncia de células
positivas para anexina V em culturas tratadas com LASSBio-2052 por 48 horas,
indicando que a atividade citotoxica dessa substancia esta associada, pelo menos
em parte, a inducdo de apoptose. Embora a atividade pré-apoptética de LASSBio-
2052 tenha que ser melhor caracterizada, essa substancia representa um promissor
candidato a farmaco considerando o conjunto de dados obtidos no presente estudo.

Figura 16 - Analise da frequéncia de células apoptéticas nas linhagens HepG2 e
Hep3B.
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Nota: Andlise da frequéncia de células apoptéticas nas linhagens HepG2 e Hep3B realizada ap6s 48
de tratamento com LASSBIi0-2052. Os dot plots sdo representativos e mostram as células
viaveis (quadrante inferior esquerdo), células apoptéticas em fase inicial (quadrante inferior
direito) e tardia (quadrante superior direito) e células necroticas (quadrante superior esquerdo).
A determinacao de frequéncia de apoptose foi realizada considerando os eventos de apoptose
em fase inicial e tardia. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 de acordo com ANOVA e pés-teste de
Dunnet.
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6 CONCLUSAO

a)

Os derivados NAH reduziram a viabilidade de células HepG2 e Hep3B,
contudo LASSBIi0-2052 foi a substancia mais ativa considerando o valor de
|Cso;

LASSBIi0-2052 tem atividade antiproliferativa e inibe a progressédo do ciclo
celular na transicado G2/M em ambas as linhagens estudadas;

LASSBi0-2052 inibe a progressao do ciclo celular por modular a expressao
de genes que regulam a transicao G2/M. Os niveis de expressao de ciclina B
e CDK1 foram reduzidos, enquanto a expressao relativa de p21, um inibidor
de CDKs, foi aumentada em resposta ao tratamento;

LASSBio-2052 inibe a expressdo de FOXM1, principal regulador
transcricional de genes que regulam positivamente o ciclo celular;
LASSBi0-2052 induz apoptose em células HepG2 e Hep3B;

LASSBIi0-2052 representa um protdtipo promissor e seus alvos moleculares

devem ser investigados futuramente.
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