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RESUMO

O cancer é a segunda maior causa de mortes do mundo, sendo o cancer de mama o mais
frequente entre as mulheres. O cancer de mama € uma doenca complexa e heterogénea
compreendendo diferentes subtipos de tumores. A introdugdo de novas abordagens terapéuticas
tem contribuido para aumentar a qualidade de vida e a taxa de sobrevivéncia dos pacientes,
contudo € muito frequente a resisténcia aos farmacos disponiveis. Portanto, é imprescindivel
ampliar o arsenal terapéutico para o cancer de mama. Nesse contexto, os produtos naturais tém
sido amplamente explorados, visto que muitos fa&rmacos antineoplésicos séo de origem natural
ou foram obtidos a partir de protétipos naturais. Assim sendo, o presente estudo tem por
objetivo investigar o potencial antitumoral de derivados sulfonilados de goniotalamina
(composto 3) e de piplartina (composto 6) frente a linhagem celular de cancer de mama MCF-
7. O mecanismo de acdo destes compostos nas células tumorais foi investigado por meio de
ensaios avaliando a viabilidade celular, capacidade clonogénica, progressao do ciclo celular,
senescéncia, apoptose, estresse oxidativo e expressdo génica de proteinas relacionadas a estes
processos. Os resultados mostraram que os compostos 3 e 6 sdo mais citotoxicos frente a
linhagem MCF-7 em relacéo a linhagem ndo tumoral CCD-1059Sk (fibroblastos derivados de
pele). Os compostos também inibiram completamente a capacidade de formar coldnias na
linhagem MCF-7. A atividade antiproliferativa dos compostos estudados foi parcialmente
prevenida na presenca do antioxidante N-acetilcisteina. O composto 3 alterou a dindmina de
progressao do ciclo celular induzindo acimulo de células nas fases GO/G1 e G2/M, dependendo
da concentracéo utilizada. O composto 6, a 3,5uM, promoveu aumento da populacdo G2/M e
diminuicdo na frequéncia de células na fase S em comparacdo aos grupos controle. Enquanto a
7,0 UM, o composto 6 foi citotdxico para as células MCF-7, como demonstrado pelo aumento
da populacdo sub-G1 e aumento na frequéncia de células apoptdticas. As atividades
antiproliferativa e pré-apoptética foram associadas a capacidade dos compostos estudados em
modular o perfil de expressédo génica de reguladores do ciclo celular e apoptose (CDKN1A,
MYC, CCNB1, CCND1, BAX e BCL2) em resposta ao estresse oxidativo e danos ao DNA. O
composto 3 induziu senescéncia celular, enquanto o composto 6 modulou as vias de sinalizagdo
PIBK/AKT e MAPK/ERK e induziu apoptose. Dessa forma, estes compostos representam
prototipos interessantes para o desenvolvimento de farmacos contra o cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama; Goniotalamina; Piplartina/ Piperlongumina; Proliferacéo

celular; Apoptose.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in the world and breast cancer is the most common
among women. Breast cancer is a complex and heterogeneous disease comprising different
tumor subtypes. The introduction of new therapeutic approaches has contributed to increase the
quality of life and the survival rate of patients, but resistance to the available drugs is very
frequent, therefore it is important to expand the available therapeutic arsenal for breast cancer.
In this context, natural products have been widely explored, as many antineoplastic drugs are
of natural origin or were obtained from natural prototypes. Therefore, the present study aims to
explore the antitumor potential of sulfonyl derivatives of goniothalamin (compound 3) and
piplartine (compound 6) on MCF-7 breast cancer cell line. The mechanism of action of these
compounds on tumor cells was investigated through assays evaluating cell viability, clonogenic
capacity, cell cycle progression, senescence, apoptosis, oxidative stress and gene expression of
proteins related to these processes. The results obtained showed that compounds 3 and 6 are
more cytotoxic against the MCF-7 cell line compared to the non-tumor cell line CCD-1059Sk
(skin-derived fibroblasts). The compounds also completely inhibited colony formation on
MCEF-7 cell line. The antiproliferative activity of the studied compounds was partially prevented
in the presence of the antioxidant N-acetylcysteine. Compound 3 altered the dynamics of cell
cycle progression, inducing accumulation of cells in the GO/G1 and G2/M phases, depending
on the concentration used. Compound 6 at 3.51uM promoted an increase in the G2/M population
and a decrease in the frequency of cells in the S phase compared to the control groups. At 7.0
UM, compound 6 was cytotoxic against MCF-7, as demonstrated by an increase in the sub-G1
population and an increase in the frequency of apoptotic cells. The antiproliferative and pro-
apoptotic activities were associated with the ability of the studied compounds to modulate the
gene expression profile of cell cycle and apoptosis regulators (CDKN1A, MYC, CCNB1,
CCND1, BAX and BCL2) in response to oxidative stress and DNA damage. Compound 3
induced cellular senescence, while compound 6 modulated the PI3K/AKT and MAPK/ERK
signaling pathways and induced apoptosis. Therefore, these compounds represent interesting
prototypes for the development of drugs against breast cancer.

Keywords: Breast cancer; Goniothalamin; Piplartine/Piperlongumine; Cell proliferation;

Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma doenca complexa que surge em decorréncia de uma série de alteracdes
genéticas e epigenéticas, as quais comprometem a funcionalidade de genes relacionados a
proliferacdo e sobrevivéncia celular (Hanahan, 2022; Hanahan; Weinberg, 2000). De acordo
com dados da Organizacdo Mundial de Saude, os canceres de mama e de pulméo sdo os mais
incidentes no mundo (World Health Organization, 2022). No Brasil, o cadncer de mama é o mais
frequente entre as mulheres, exceto cancer de pele ndo melanoma (Santos et al., 2023).

O cancer de mama é altamente heterogéneo e compreende diferentes subtipos de tumor,
0S quais apresentam caracteristicas moleculares e histoldgicas distintas. Os receptores
hormonais (receptores de estrégeno, RE; e de progesterona, RP) e o receptor do fator de
crescimento epidermal humano 2 (HER2) representam marcadores de diagndstico e
prognostico para o cancer de mama (Prat; Perou, 2011; Holen et al., 2017). De acordo com
analises de imuno-histoquimica, os tumores de mama sdo classificados em: a) Receptores
hormonais positivos (RE+; RP +); b) HER2+ e c) triplo negativo (TN) (Holen et al., 2017; Sun
etal., 2017a; Waks et al., 2019). De acordo com o perfil molecular, os tumores séo classificados
em: luminal A, luminal B, basal-simile, claudin-low e normal-simile, os quais apresentam
distintas evolucdes clinicas (Sorlie et al., 2001).

Os tumores RE+ sdo 0s mais frequentemente diagnosticados e, no geral, apresentam
bom progndstico (Luque-Cabal et al., 2016). Inibidores seletivos de RE (tamoxifeno, por
exemplo) e inibidores de aromatase (anastrozol e letrozol) séo frequentemente utilizados no
tratamento de tumores RE+. Contudo, uma parcela das pacientes ndo responde ao tratamento
ou adquire resisténcia ao longo do tempo (Kalimutho et al., 2015; Holen et al., 2017). Os
tumores HER2+ sdo tratados com inibidores de proteinas cinases e anticorpos sintéticos
(Harbeck; Gnant, 2017). Embora as respostas clinicas as terapias alvo-dirigidas sejam
promissoras no inicio do tratamento, as células tumorais tornam-se resistentes, o que contribui
para a progressao da doenca (Draganescu; Carmocan, 2017). Os tumores TN sdo tratados com
substancias citotdxicas e as respostas clinicas sdo extremamente modestas (Baglia et al., 2018;
NuUfiez Abad et al., 2021).

A ineficicia dos protocolos terapéuticos esta associada a elevada heterogeneidade
tumoral, aos multiplos aspectos fisiopatoldgicos da doenca e a resisténcia das células tumorais
aos farmacos disponiveis. Assim sendo, é imperativo a busca por novos agentes que possam

melhorar as propostas de tratamento para o cancer de mama.
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As propriedades farmacoldgicas de produtos naturais tém sido amplamente exploradas.
Muitos farmacos foram obtidos a partir de protdtipos naturais e seus derivados, incluindo os
agentes antineoplasicos (Newman; Cragg, 2020). Estudos mostram que a goniotalamina (GTN)
e a piplartina (PPT) tém potente atividade citotoxica sobre linhagens celulares derivadas de
canceres humanos, contudo essas substancias naturais apresentam baixa seletividade e baixa
solubilidade, respectivamente, fatores que impossibilitam sua aplicabilidade clinica (Seyed,
Jantan; Bukhari, 2014; Piska et al., 2018).

Assim sendo, essas substancias foram utilizadas como precursoras para a obtencéo de
derivados sulfonilados de GTN e PPT, a fim de alterar algumas de suas caracteristicas fisico-
quimicas e torna-las mais compativeis com protétipos usados na préatica clinica. Dessa forma,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antiproliferativo de derivados sulfonilados de

GTN e PPT sobre células tumorais de cancer de mama.



19

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 CANCER DE MAMA

O desenvolvimento do cancer esté associado a fatores de risco genéticos e ambientais,
0s quais sdo determinantes para que a célula adquira capacidade de proliferagdo, sobrevivéncia
e invasdo anormais, se tornando maligna e promovendo o crescimento tumoral (Hanahan, 2022;
Sarkar et al., 2013). Esta doenca é uma das maiores causas de morte no mundo e representa um
problema de salde publica. De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude, em 2020,
o cancer foi a causa de 10 milhdes de mortes no mundo e as maiores taxas de mortalidade foram
referentes aos canceres de pulmao, célon e reto, figado, estdmago e mama. Enquanto os tipos
mais incidentes foram cancer de mama, pulméo, célon e reto e préstata (WHO, 2022).

No Brasil, as estimativas para o triénio 2023-2025 séo de 704 mil novos casos de cancer,
sendo que, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, 0s mais incidentes sdo os canceres de
mama (73 mil novos casos) e de prostata (71 mil novos casos), seguidos pelos canceres de célon
e reto, traqueia, brénquio e pulméo e estdmago (Figura 1A). O cancer que mais acomete

mulheres é o cancer de mama, correspondendo a 30,1 % (Figura 1B) (Santos et al., 2023).

Figura 1 — Dados epidemioldgicos do cancer
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Total Mulheres
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Fonte: Santos et al. (2023, p.7)

Legenda: (A) Distribuicdo proporcional (%) dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023, exceto
cancer de pele ndo melanoma. (B) Distribuicdo proporcional (%) dos dez tipos de cAncer mais incidentes
em mulheres estimados para 2023, exceto cancer de pele ndo melanoma.

O processo de transformacdo maligna envolve uma série de alteracbes geneticas e
epigenéticas que modificam o comportamento celular, levando a proliferagcdo descontrolada,
resisténcia a morte celular, e capacidade de invadir tecidos saudaveis (Lambert; Pattabiraman;

Weinberg, 2017). Além disso, as células tumorais apresentam alteracGes no metabolismo
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celular e liberam fatores pro-inflamatdrios e pré-angiogénicos que modificam o microambiente
tumoral, favorecendo os eventos de proliferagéo, sobrevivéncia e invasdo celular (Hanahan,
2022).

Uma das caracteristicas das células tumorais € a heterogeneidade fenotipica e funcional
entre pacientes e também em um mesmo paciente, resultado de diferentes alteracdes genéticas
e epigenéticas em cada célula (Guo et al., 2019). Compreender esta heterogeneidade auxilia no
processo de diagnostico e tratamento de cada paciente, com diferentes tipos e subtipos tumorais,
como o cancer de mama.

O céncer de mama € o mais comum entre as mulheres e representa a principal causa de
morte por cancer no sexo feminino. Trata-se de uma doenca complexa e heterogénea com
diferentes caracteristicas genéticas, histologicas e clinicas (Piotrowski et al., 2013; Parker et
al., 2009). Os receptores hormonais (receptores de estrogeno, RE; e de progesterona, RP) e o
receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER2) representam marcadores de
diagndstico e progndstico para o cancer de mama (Prat; Perou, 2011; Holen et al., 2017). De
acordo com analises de imuno-histoquimica, os tumores de mama séo classificados em: a)
Receptores hormonais positivos (RE+ e RP+); b) HER2+ e c) triplo negativo (TN) (Holen et
al., 2017; Sun et al., 2017a; Waks et al., 2019). Embora esses parametros sejam classicamente
usados na escolha do tratamento sistémico, estudos de expressdo génica mostram uma maior
heterogeneidade entre os diferentes tipos de tumores. Dessa forma, é extremamente relevante
considerar parametros moleculares para definir as abordagens terapéuticas a serem empregadas.
De acordo com o perfil molecular, os tumores séo classificados em: luminal A, luminal B, basal-
simile, normal-simile e claudin-low, os quais apresentam distintas evolucdes clinicas (Perou et
al., 2000; Serlie et al., 2001, Prat et al., 2010).

Os tumores classificados como luminal A e B s&o derivados de células luminais dos
ductos mamarios. O subtipo luminal A é o mais comum, correspondendo a 60% dos canceres
de mama. Em geral, esses tumores respondem as terapias hormonais e apresentam bom
prognostico. S&o positivos para RE e RP, negativos para HER2 e apresentam baixos niveis de
Ki67, um marcador de proliferacdo celular (Serlie et al., 2001; Weigel; Dowsett, 2010). O
subtipo luminal B também é positivo para RE e RP, entretanto os niveis de expressao desses
receptores hormonais sdéo menores em relagdo ao luminal A. Em relagéo ao receptor HER2,
eles podem ser positivos ou negativos. Uma caracteristica importante dos tumores classificados
como luminal B é a elevada expressao de Ki67, indicando alta taxa de proliferacdo celular (Dai
et al., 2015). Esse subtipo apresenta um prognéstico intermediario com maior risco de

desenvolver resisténcia aos tratamentos antiestrogénicos (Kennecke et al., 2010).
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O subtipo HER2+ é caracterizado por apresentar expressao acentuada de HER2 que,
em geral, é decorrente de amplificagdo génica e/ou alteracdes epigenéticas. A expressao de
Ki67 é acentuada nesse subtipo de tumor, enquanto os receptores hormonais nao séo detectados.
Os tumores HER2+ séo agressivos, apresentam um prognostico intermediario, e tendem a
responder as terapias alvo-dirigidas (Esbah; Oksuzoglu, 2017; Rakha; Reis-Filho; Ellis, 2010).

Os subtipos basal-simile, normal-simile e claudin-low sdo negativos para os receptores
de RE, RP e HER2. Em geral, ndo respondem bem aos protocolos terapéuticos estabelecidos e
sdo tumores agressivos e altamente metastaticos (Li et al.,, 2021). O basal-simile tem
caracteristicas de células basais da mama, também chamadas mioepiteliais, e apresenta
acentuada expressdo dos genes associados a proliferagdo (Tutt et al., 2018; Sotiriou et al.,
2003). O subtipo normal-simile ndo apresenta marcadores tumorais especificos e expressa uma
variedade de genes comuns as células do tecido mamario normal (Perou et al., 2000; Russnes
et al., 2017). O subtipo claudin-low é caracterizado por expressar baixos niveis de moléculas
de adesd@o e de proteinas associadas as jungdes célula-célula, como as claudinas. Por outro
lado, genes associados a transi¢do epitélio-mesenquimal e as células-tronco tumorais séo
altamente expressos neste subtipo tumoral (Pan et al., 2023; Prat et al., 2010).

Apesar da grande heterogeneidade dos cénceres de mama, alguns genes estéo
frequentemente mutados ou amplificados incluindo TP53 (41% dos tumores), PIK3CA (30%
dos tumores), MYC (20% dos tumores), PTEN (16% dos tumores), CCND1 (16% dos tumores)
e ERBB2 (também conhecido como HER2, 13% dos tumores) (Nik-Zainal et al., 2016). Esses
genes codificam proteinas que estdo diretamente envolvidas na regulacdo de proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Algumas mutagdes hereditarias aumentam o risco de desenvolver cancer
de mama. Aproximadamente 10% dos casos de cancer de mama estdo associados ao historico
familiar (Shiovitz et al., 2015). Os genes BRCA1 e BRCA2 sdo conhecidos supressores tumorais
que apresentam mutacdes hereditarias. Esses genes codificam proteinas que atuam no reparo
do &cido desoxirribonucleico (DNA) (Kuchenbaecker et al., 2017; Fountzilas et al., 2020).

Além da predisposicdo genética, outros fatores podem contribuir para o
desenvolvimento do cancer de mama. Estudos mostram que obesidade, sedentarismo e uso
excessivo de alcool sdo alguns fatores de risco para o cancer de mama (Ansari; Jha, 2022).
Menarca precoce, menopausa tardia, idade materna avancada para primeira gestacdo e uso de
contraceptivos hormonais também representam fatores de predisposicdo ao desenvolvimento
do céancer de mama (Colditz; Sellers; Trapido, 2006; Busund et al., 2018; Mgrch et al., 2017).

Os protocolos terapéuticos sdo definidos considerando o estadiamento da doencga e as

caracteristicas histopatoldgicas e moleculares do tumor. No geral, o tratamento consiste em
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terapias locorregionais (remocao cirdrgica e radioterapia) e terapias sistémicas, que podem ser
neoadjuvantes (antes da remocdo cirargica) e/ou adjuvantes (ap6s a remocdo cirargica)
(Agostinetto; Gligorov; Piccart, 2022; Harbeck; Gnant, 2017).

As terapias sistémicas empregam diferentes farmacos, considerando as caracteristicas
do tumor. Os tumores RE+ (luminais A e B) séo tratados pela terapia hormonal que emprega o
uso de inibidores e degradadores seletivos de RE (tamoxifeno e fulvestrant, respectivamente) e
inibidores de aromatase (anastrozol e letrozol) (Burguin; Diorio; Durocher, 2021). Apesar do
subtipo luminal A, no geral, apresentar um melhor progndstico, ele é 0 mais comum entre as
mulheres e apresenta altas taxas de pacientes resistentes (resisténcia intrinseca ou apds
exposicdo ao medicamento) & terapia hormonal, sendo este o principal desafio no tratamento
dos tumores luminais (Abdel-Hafiz, 2017). Os tumores HER2+ sdo direcionados para as
terapias alvo-dirigidas que empregam inibidores de proteinas cinases e anticorpos monoclonais
(trastuzumabe, por exemplo) (Gianni et al., 2016). Os tumores triplo negativos sdo tratados com
quimioterapicos classicos que apresentam alta citotoxicidade como, por exemplo, as
antraciclinas e os taxanos. O risco de recidiva é maior nesse tipo de tumor (Blum et al.,
2017; Mackey et al., 2016).

De modo geral, € comum observar pacientes que séo refratarios as terapias sistémicas
disponiveis e, frequentemente, as celulas tumorais desenvolvem resisténcia aos farmacos
empregados nos protocolos terapéuticos. Além disso, os antineoplasicos causam diversos
efeitos colaterais, como artralgias, nauseas e o desenvolvimento de outras patologias como
infertilidade, cardiopatias e disfuncdo cognitiva (Draganescu; Carmocan, 2017; Harbeck et al.,
2019). Com a ineficacia dos tratamentos, a doenca progride e forma metastases, levando os
pacientes a ébito (Cardoso et al., 2018). Portanto, é extremamente relevante identificar novos

agentes com atividade antitumoral para ampliar o arsenal terapéutico frente ao cancer de mama.

2.2 REGULACAO DO CICLO CELULAR

A proliferagdo das células normais é altamente regulada por complexos proteicos que
sdo ativados frente a estimulos mitogénicos (Milletti; Colicchia; Cecconi, 2023). A progressao
do ciclo celular depende, principalmente, da ativacdo de proteinas cinases dependentes de
ciclina (CDKSs), cuja atividade é regulada por ciclinas especificas (Martinez-Alonso;
Malumbres, 2020). Os complexos ciclina D-CDK4/CDKG®6 e ciclina E-CDK2 sdo ativados em
resposta a fatores que estimulam a proliferacéo celular e determinam a progresséo pela fase G1
e transicdo G1/S. Os complexos ciclina A-CDK2 ativam diferentes substratos, os quais sao
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necessarios para a replicacdo do DNA e do centrossomo e, dessa forma, impulsionam a
progressdo pela fase S. Os complexos ciclina B-CDK1 séo criticos para promover a entrada e
0s eventos da mitose que levam a divisdo do material genético (Milletti; Colicchia; Cecconi,
2023). Assim sendo, as diferentes CDKs ligam-se com alta afinidade as suas ciclinas parceiras
e orquestram os eventos que levam a progressao coordenada do ciclo celular (Nurse, 2000).

Enguanto os complexos CDK-ciclina estimulam a progressao do ciclo, as proteinas das
familias Kip/Cip (p21 e p27) e INK4 (p15, p16, p18 e p19) tém funcdo contraria, uma vez que
podem interagir com as CDKSs para inibir sua atividade. Além disso, as CDKs podem ser
inibidas pelas proteinas cinases WEE1 e MYTL1 que fosforilam residuos especificos de
amino&cidos nas CDKs inibindo sua atividade catalitica. O efeito inibitorio das cinases WEE1
e MYT1 sobre as CDKs é revertido pelas fosfatases CDC25 A/B/C. Dessa forma, em condicGes
normais, o ciclo celular é altamente regulado pela atuacdo conjunta de uma variedade de
proteinas cinases e fosfatases (Liu et al., 2020a; Martinez-Alonso; Malumbres, 2020; Morgan,
1997).

Os mecanismos regulatorios descritos acima sdo muito importantes para determinar que
a divisdo celular ocorra somente quando necessario. Além disso, sdo essenciais para garantir a
segregacdo equacional dos cromossomos, evitando a propagacdo de erros genéticos para as
células-filhas. Portanto, as células apresentam pontos de checagem que evitam a entrada ou a
progresséo no ciclo celular, baseados em: integridade do DNA, replicacéo correta e completa
do material genético, montagem correta do fuso mitético e alinhamento dos cromossomos que
precede a anafase. Em resposta a erros nesses processos, como por exemplo, dano ao DNA,
ocorre a inibi¢do da atividade dos complexos ciclinas-CDKs e de outras proteinas que regulam
a progressao do ciclo celular, blogqueando a divisao celular até que esses erros sejam reparados
(Barnum; O’Connell, 2014; Chao et al., 2017).

Considerando que as células tumorais apresentam grande instabilidade genética,
proteinas envolvidas no controle do ciclo celular estdo frequentemente alteradas, permitindo
que elas sobrevivam e continuem proliferando mesmo em condi¢6es anormais. Dessa forma, as
terapias antitumorais inibem a progressédo do ciclo celular por meio de diferentes alvos, como
pela inibigdo de proteinas-chave do controle do ciclo celular (inibidores de CDK4/6), ou de vias
associadas a proliferacéo e sobrevivéncia celular, como PI3K/Akt (everolimus e capivarsetibe)
e MAPK/ERK (vemurafenibe e lapatinibe). Alem de quimioterapicos que inibem a replicacao
do DNA e séo agentes causadores de danos ao DNA (doxorrubicina e cisplatina) e os taxanos,
que interferem na formac&o correta do fuso mitético (paclitaxel) (He et al., 2021; Lee; Rauch;
Kolch, 2020; Matthews; Bertoli; De Bruin, 2022; Otto; Sicinski, 2017; Visconti; Della Monica;
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Grieco, 2016). Muitos destes medicamentos comumente utilizados em tratamentos sistémicos
foram desenvolvidos a partir de produtos naturais.

2.3 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais tém sido amplamente explorados com o objetivo de identificar
substancias bioativas e de interesse farmacoldgico. Muitos farmacos disponiveis no mercado
sdo produtos naturais ou foram derivados de prototipos naturais. Além disso, uma parcela
consideravel de farmacos (semissintéticos) foi desenvolvida a partir do arcabougo estrutural de
produtos naturais (Newman; Cragg, 2020).

Os taxanos representam exemplos de farmacos semissintéticos que foram obtidos a
partir de precursores naturais. Esses farmacos sdo utilizados no tratamento de diferentes tipos
de céncer, incluindo os canceres de mama, bexiga, prostata, ovario e pulmdo. Os taxanos
contém um arcabouco comum (taxadieno) que foi inicialmente identificado no paclitaxel
(Taxol®), um antineoplasico aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) em 1992
para o tratamento de pacientes com cancer de ovario que eram refratarias ao tratamento
disponivel a época (Weaver, 2014). O paclitaxel foi originalmente isolado de uma espécie de
planta (Taxus brevifolia), contudo devido a pequena quantidade de substancia isolada em cada
procedimento, o paclitaxel passou a ser produzido por semissintese a partir da bacatina (10-
desacetilbacatina-I11). Assim sendo, a bacatina (extraida das folhas de Taxus baccata) foi usada
como plataforma para obtencdo do paclitaxel (Cragg et al., 1993). Apesar da promissora
atividade antitumoral do paclitaxel, algumas limitacdes clinicas como baixa solubilidade,
modesta seletividade e alta toxicidade impulsionaram a obtencdo de analogos como, por
exemplo, o docetaxel (Taxotere®) e o Cabazitaxel (Jevtana®) (Liver Tox, 2020; Yuan et al.,
2021).

A goniotalamina (GTN) é uma estiril lactona encontrada em plantas do género
Goniothalamus e Cryptacarya que tem despertado o interesse de pesquisadores quanto ao seu
potencial antitumoral, de modo que rotas de sintese foram desenvolvidas para a sua obtencéo.
Estudos mostram que a GTN tem atividade citotoxica e/ou antiproliferativa frente a diferentes
linhagens celulares derivadas de canceres humanos incluindo mama, préstata, ovario e colon
(Vendramini-Costa et al., 2010; Pilli et al., 2019; Meirelles et al., 2019; Tangchirakhaphan,
2018). Foi também demonstrado que a GTN inibe o desenvolvimento de tumor de Ehrlich
(Vendramini-Costa et al., 2010).
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Os mecanismos associados aos efeitos da GTN sobre células tumorais tém sido
associados a sua capacidade de induzir danos ao DNA, estresse oxidativo e estresse do reticulo
endoplasmatico, eventos que levam a morte celular (Abu Bakar et al., 2023; Khaw-On;
Pompimon; Banjerdpongchai, 2019; Sophonnithiprasert et al., 2020). Apesar da promissora
atividade antitumoral da GTN, novos estudos devem ser realizados, considerando que essa
substancia possui baixa seletividade. Semprebon et al. (2015) mostraram que GTN tem
atividade citotdxica sobre células derivadas de epitélio mamario normal. Assim sendo, €
relevante obter prototipos que sejam mais seletivos para as células tumorais em relacdo as
celulas normais.

A piplartina, (PPT), também conhecida como piperlongumina, € um alcal6ide/amida
encontrado em plantas do género Piper. Espécies do género Piper tém sido utilizadas para fins
medicinais, sendo que a espécie Piperlongum é conhecida pelo seu uso na medicina ayurvédica
indiana. A PPT apresenta diferentes propriedades farmacoldgicas, incluindo as atividades
leishmanicida, antiflngica, antinocepitiva e antitumoral (Zhu et al., 2021; Bezerra et al., 2013).

Estudos mostram que a PPT tem efeitos citotoxico e citostatico em linhagens celulares
derivadas de diferentes tipos tumorais, como cancer de prostata, figado e mama, e sua atividade
antitumoral também foi demonstrada em modelos animais (Cheng et al, 2020; Duarte et al.,
2023; Meegan et al., 2017). Tem sido demonstrado que a PPT induz apoptose, necrose e
autofagia em células tumorais (Bezerra et al., 2007; Wang et al., 2015; Xiong et al., 2015;
Thongsom et al., 2017). O potencial antitumoral da PPT também tem sido associado a sua
capacidade de inibir migracdo e invasao em células tumorais (Piska et al., 2018). Apesar do
potencial antitumoral da PPT, sua aplicabilidade clinica é limitada devido a sua baixa
solubilidade (Parama et al., 2021). Assim sendo, muitos grupos de pesquisa tém trabalhado
intensamente na obtencdo de novos derivados de PPT com pardmetros fisico-quimicos
apropriados para futura aplicabilidade clinica.

Estudo previamente realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que derivados
sulfonilados de GTN e PPT podem ser Uteis como protdtipos candidatos a farmacos. Assim
sendo, é relevante avaliar os efeitos dessas substancias sobre o comportamento proliferativo de
células derivadas de cancer de mama que apresentam diferentes perfis genéticos e que sdo

representativas de diferentes subtipos de cancer de mama.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos derivados sulfonilados de GTN (composto 3) e PPT (composto
6) sobre o comportamento proliferativo da linhagem de cancer de mama MCF-7.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a eficiéncia das substéncias 3 e 6 em:

a) modular o comportamento proliferativo de células MCF-7;

b) alterar a dinamica de progresséo do ciclo celular e correlacionar esse evento com
uma possivel modulacdo no perfil de expressdo génica de proteinas que regulam a
progresséo do ciclo celular (ciclinas D e B, MYC e CDKN1A);

c) induzir estresse oxidativo e danos ao DNA nas células MCF-7;

d) induzir o processo de morte celular por apoptose nestas células e correlacionar esse
evento com uma possivel modulacao no perfil de expressdo de genes que regulam a

via intrinseca de apoptose (BAX e BCL2);

e) modular vias que estdo associadas ao crescimento, proliferacdo celular e apoptose
(PI3K/Akt e MAPK/ERK).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

No presente estudo foi utilizada a linhagem celular derivada de cancer de mama MCF-
7, representativa do subtipo luminal A. A linhagem CCD-1059Sk, derivada de fibroblastos de
pele normal, foi utilizada como modelo de célula ndo tumoral. Ambas as linhagens foram
adquiridas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro. As linhagens foram cultivadas em meio
DMEM/F12 (Meio Eagle modificado por Dulbecco, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Campinas, SP, Brasil). As culturas
foram mantidas em estufa a 37°C contendo 5% de CO: e utilizadas para as abordagens

experimentais até a 15 passagem. Os estoques mantidos em nitrogénio liquido.

4.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS SULFONILADOS DE GONIOTALAMINA E
PIPLARTINA

Os derivados sulfonilados de goniotalamina e piplartina foram obtidos pelo grupo do
prof. Dr. Ronaldo Aloise Pilli do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). A Figura 2 mostra as estruturas quimicas dos produtos naturais goniotalamina
(1) e piplartina (4) e seus derivados hidroxilados (2) e (5), respectivamente, os quais foram
utilizados nas reagdes subsequentes para a obtencdo dos derivados sulfonilados (3) e (6)
(Figuras 2 e 3).

As rotas de sintese foram previamente estabelecidas e envolvem diferentes reacdes. A
reacdo SUFEX (Sulfur (VI) Fluoride Exchange) de fluoretos de sulfonila com derivados
fendlicos na presenca de uma base (Cs2COs, EtzN, etc.) tem sido empregada com sucesso na
sintese de sulfonatos de arila e alquila (Tribby et al., 2017). O fluoreto de 2-piridinassulfonila
(7), previamente preparado, é utilizado nas reacdes SUFEx com 4-OH-GTN (2) e 4-OH-PPT
(5). Os sulfonatos de arila (3) e (6) foram obtidos em excelentes rendimentos (92-93%) na
presenca de Cs,CO3 em acetonitrila a temperatura ambiente por 1 h (Figura 3).
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Figura 2 — Estruturas quimicas dos produtos naturais goniotalamina (GTN) e piplartina (PPT)

de seus derivados
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Fonte: Adaptado de Pilli (2022)

Nota: Estruturas quimicas dos produtos naturais goniotalamina (GTN) e piplartina (PPT) e de seus derivados

hidroxilados (4-OH-GTN e 4-OH-PPT) e sulfonilados (4-OSOzp-GTN e 4-0SO2p,-PPT).

Figura 3 — Rotas de sintese para obtengao dos derivados sulfonilados de GTN e PPT
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Fonte: Pilli (2022)
Nota: Representacdo da reagdo de sintese realizada para a obtencdo dos sulfonatos de arila (3) e (6).

As substancias (1), (3), (4) e (6) foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e

mantidas em aliquotas de solugdes-estoque (4°C) a 50 mM (substancias 1 e 3) e 25 mM

(substancias 4 e 6), as quais foram utilizadas para obtencao das concentracdes de interesse nos

diferentes ensaios realizados. Os grupos controles foram tratados com o veiculo (DMSO) em

concentracdes correspondentes (v/v) as utilizadas nos grupos tratados.
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4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

A andlise da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio de sulforodamina B (SRB), de
acordo com Vichai e Kirtikara (2006). As células MCF-7 e CCD-1059Sk foram semeadas em
placas de 96 pocos (1 x 10* células/poco). Apds 24 horas, as células foram tratadas com as
substancias (1), (3), (4) e (6) em diferentes concentracées (0,1, 1, 10, 50, 100 e 200 uM) por 48
horas. Ao final do tempo de tratamento, as células foram fixadas com é&cido tricloroacético
(10%) e coradas por com SRB (0,4%) por 1 hora. O excesso da SRB foi removido por lavagens
com acido aceético (1%). A SRB, estavelmente ligada as proteinas, foi solubilizada em solugéo
de Tris-NaOH (10 mM) e as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 540 nm. Os
valores de ICsp (concentracao capaz de inibir 50% do crescimento) foram obtidos por regresséo
ndo linear usando o software GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA). Os indices de seletividade (I1S) foram calculados pela razéo entre o ICsg na linhagem
CCD-1059Sk e 0 ICsg na linhagem MCF-7. Em determinados experimentos, as células foram
tratadas com a ICsp ou 1/2 ICsp de cada substancia.

Posteriormente, a analise da viabilidade celular também foi realizada para avaliar a
influéncia do antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) (Sigma-Aldrich), na atividade dos
compostos (3) e (6), a fim de investigar a inducdo de estresse oxidativo. As células MCF-7
foram tratadas por 48h com os compostos (3) e (6) a 20 UM e 7 UM, respectivamente, com a
auséncia ou presenca de NAC (ImM). Um grupo foi tratado apenas com 0 NAC (1mM). Ap6s
decorrido o tempo de tratamento foram realizadas todas as etapas subsequentes descritas acima:

fixacdo, coloracdo, solubilizacdo e analise.

4.4 ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

O ensaio de capacidade clonogénica foi realizado de acordo com Franken et al. (2016)
na linhagem MCF-7. As células foram semeadas em baixa densidade (300 células por placa de
35 mm de didmetro). Apds 24 horas, as culturas foram tratadas por 48 horas com a substancia
(3) nas concentracdes de 10 e 20 uM e (6) nas concentracfes de 3,5 e 7 WM. Na sequéncia, 0
meio de cultura foi substituido por meio fresco (sem tratamento). As culturas foram mantidas
em estufa (37 °C, 5 % de CO-) por 11 dias, sendo que no dia 7 0 meio foi substituido. Apos o
periodo de 11 dias, as culturas foram lavadas com PBS e as células fixadas em metanol P.A
(Sigma-Aldrich) por 10 minutos. Apds secagem, as amostras foram coradas com Violeta
Genciana 5% (Farmax®, Divindpolis, MG, Brasil) por 5 minutos. As coldnias, com mais de 50
células, foram contadas com auxilio de um estereomicroscépio (Nikon SMZ800, Nikon, Tokyo,

Japdo).
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4.5 ANALISE DA PROGRESSAO NO CICLO CELULAR

A andlise de progressdo do ciclo celular das células MCF-7 foi avaliada por citometria
de fluxo. As células foram semeadas em placas de 35mm de diametro, utilizando o in6culo de
1x10° células por placa. As células foram tratadas com a substancia (3) nas concentragdes de
10 e 20 uM e (6) nas concentracOes de 3,5 e 7 UM por 48 horas. Apos decorrido o tempo de
tratamento, as células foram coletadas por digestdo enzimética (Trypsin-EDTA solution/Sigma-
Aldrich) e transferidas para tubos de 15 mL. Apds centrifugacdo (5 minutos a 300 x g), 0
precipitado de células foi solubilizado em PBS e as amostras fixadas com etanol a 4°C (75%
em PBS-Salina fosfato tamponada). No dia posterior, apos nova centrifugacdo, as amostras
foram coradas por 1 hora em uma solugdo contendo PBS, RNAse (1,5 mg/mL) e lodeto de
Propidio (90 pg/mL) (Guava Technologies, Merck Millipore, Burlington, MA, EUA). As
amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT, Merck

Millipore) utilizando-se o software GuavaSoft 2.7 (Merck Millipore).

4.6 ANALISE DE ELEMENTOS DO CITOESQUELETO E MORFOLOGIA NUCLEAR

As células MCF-7 foram semeadas em placas de 35mm de didmetro (1x10°
celulas/placa) sobre laminula. As amostras foram tratadas com a substancia (3) nas
concentracfes de 10 e 20 uM e (6) nas concentracdes de 3,5 e 7 UM por 48 horas. Ao término
do tratamento, as culturas foram fixadas em solucdo de formaldeido 3,7% por 20 minutos. Apés
lavagens com PBS, as membranas foram permeabilizadas com Triton X-100 (0,5% em PBS)
por 15 minutos. As amostras foram incubadas com anti-a-tubulina (1:1000, Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA — #3873) a 4° C por 12h, para visualizacdo dos
microtubulos. Na sequéncia, foram realizadas lavagens em PBS e a incubacdo com anticorpo
secundario (anti-lIgG de camundongo, 1:100, Abcam, Cambridge, Reino Unido — #ab150113)
conjugado a fluoresceina (FITC) por 2 horas. Subsequentemente, as amostras foram incubadas
com faloidina conjugada a TRITC (1: 25, Sigma-Aldrich — #P1951,) por 2h, para visualizagdo
da actina. Os nuacleos foram contracorados com DAPI (4',6-Diamidino-2'-Phenilindol
diidrocloreto) presente na solugdo de montagem (Fluoroshield) (Sigma-Aldrich — #F6057). As
analises foram realizadas em microscépio de imunofluorescéncia e as imagens obtidas usando

o software de analise de imagens (NIS-elements AR Version 5.21.03, Nikon).
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4.7 ENSAIO DE ANEXINA V

O Kit Alexa Fluor™ 488 Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) foi utilizado para determinar a frequéncia de células que
externalizaram a fosfatidilserina, evento caracteristico das fases iniciais do processo de
apoptose. As células foram cultivadas em placas de 35mm com o in6culo de 1x10° por placa e
tratadas com a substancia 3 nas concentracfes de 10 e 20 UM e 6 nas concentracfes de 3,5e 7
UM por 48 horas. Apdés o tempo de tratamento, as células foram coletadas por digestéo
enzimatica (Trypsin-EDTA solution/Sigma-Aldrich) e as amostras centrifugadas a 300 x g por
5 minutos. Apds lavagem em PBS, o precipitado de células foi homogeneizado em solucgéo
contendo anexina V conjugada a AF488 e iodeto de propideo. As amostras foram incubadas,
protegidas da luz e em temperatura ambiente, por 30 minutos. A analise foi realizada no
citbmetro fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT, Merck Millipore) usando o software GuavaSoft
2.7 (Merck Millipore).

4.8 ENSAIO DE SENESCENCIA CELULAR

A senescéncia celular foi avaliada usando o Kit “Senescence [3-Galactosidase Staining”
(Cell Signaling Technology, #9860). As células foram cultivadas em placas de 35mm com o
indculo de 1x10° por placa e tratadas com a substancia 3 nas concentragdes de 10 e 20 UM 72
horas. Foram registradas, por microscopia de contraste de fase, imagens do mesmo campo, nos
tempos: 0, 24, 48 e 72h apds tratamento, a fim de observar a morfologia celular da linhagem
MCEF-7. Decorrido 72h de tratamento, as células foram fixadas em solucéo fixadora (1mL) por
15 minutos e apos lavagem com PBS, foi adicionada a solugéo de coloragdo de p-galactosidase
(ImL) e as placas foram incubadas a 37°C por 7 horas. O registro das imagens apés a coloracdo
foi realizado por microscopia de contraste de fase utilizando-se filtro azul.

4.9 AVALIACAO DA PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A avaliagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species,
ROS) foi realizada usando o Kit “CellROX™ Green Flow Cytometry Assay” (Invitrogen,
Waltham, MA, EUA — #C10444). As células MCF-7 foram semeadas em placas de 35mm de
didmetro (1x10° células/placa). As amostras foram tratadas com a substancia 3 a20 uM e 6 a
concentracdes 7 UM por 4 horas. Para obtencdo do controle positivo as celulas foram tratadas
com peroxido de hidrogénio (H202) a 1ImM. Ap0s decorrido o tempo de tratamento, 0 meio de

cultura foi substituido por um novo meio contendo o CellROX® Green Reagent a 5uM e as
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placas ficaram incubadas em estufa a 37°C por 30 minutos. Apds este periodo, as células foram
lavadas com PBS e coletadas por digestdo enzimatica (trypsin-EDTA solution/Sigma-Aldrich)
e as amostras centrifugadas a 300 x g por 5 minutos e ressuspendidas em meio de cultura para
analise por citometria de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT, Merck Millipore) usando o

software GuavaSoft 2.7 (Merck Millipore).

4.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE p-HISTONA H2.AX

A fim de caracterizar a inducdo de danos ao DNA, a deteccdo de Histona H2A.X
fosforilada (p-Histona H2A.X) foi realizada por imunofluorescéncia. As células MCF-7 foram
semeadas em placas de 35mm de diametro (1,2x10° células/placa) sobre laminula. As amostras
foram tratadas com a substancia 3 nas concentracdes de 10 e 20 UM e (6) nas concentragdes de
3,5 e 7 uM por 24 horas. Ao término do tratamento, as culturas foram fixadas em solucdo de
formaldeido 3,7% por 20 minutos. Ap6s lavagens com PBS, as membranas foram
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5% em PBS) por 15 minutos. As amostras foram
incubadas com anti p-Histona H2A.X (1:100, Cell Signaling Technology — #9718) a 4° C por
12h. Nasequéncia, foram realizadas lavagens em PBS e a incuba¢do com anticorpo secundario
(anti-1gG de coelho, 1:100, Abcam — #ab150073) conjugado a Alexa Fluor 488 por 2 horas.
Apos lavagens com PBS, os nucleos foram contracorados com DAPI, o qual estava presente no
meio de montagem (Fluoroshield) (Sigma-Aldrich — #F6057). As analises foram realizadas por
microscopia confocal e as imagens obtidas usando o software de analise de imagens (NIS-
elements AR Version 5.21.03, Nikon).

4.11 gPCR

A abundancia de RNA mensageiro (RNAmM) dos genes alvos (Tabela 1) foi investigada
por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. As células MCF-7 foram
semeadas em placas de 35mm de didmetro (1x10° células/placa) e tratadas com a substéancia (3)
nas concentracdes de 10 e 20 UM e a substéancia (6) nas concentracfes de 3,5 e 7 UM por 24
horas. ApoOs decorrido o tempo de tratamento, as células foram coletadas por digestdo
enzimatica e as amostras centrifugadas (300 x g por 5 minutos, 4 °C), o precipitado de células
foi homogeneizado em 350 pL de tampdo de lise do kit RNeasy Mini® (Qiagen, Germantown,
MD, EUA). 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) de acordo com as instrugcOes do fabricante.
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A concentracdo de RNA total das amostras foi determinada usando o espectrofotdmetro
(NanoDrop® ND 1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). Para eliminagéo de
possivel contaminacdo com DNA gendmico, 1 pug de RNA total foi incubado com DNAse (1U;
Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) e, entdo submetido a reacdo de transcricdo reversa (RT)
utilizando Randon primers e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied
Biosystems, S&o Paulo, SP, Brasil) de acordo com as instru¢Ges do fabricante. Os reagentes
foram incubados a 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e em seguida, a 85 °C por 5 min, para
a inativacdo da enzima.

As reacOes foram realizadas utilizando o termociclador ABI Prism7500® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o protocolo de amplificagdo do kit Power Syber Green
Master Mix® (Applied Biosystems). Os valores de expressdo dos genes alvos foram
normalizados pela expressdo do gene constitutivo 3-actina. A abundancia relativa de RNAm de
cada gene foi calculada utilizando o método AACt com corregdo da eficiéncia e utilizando uma
amostra controle como calibradora (Pfaffl, 2001). Os valores médios de eficiéncia para cada
gene foram calculados por meio do perfil de amplificacdo de cada amostra utilizando-se o
programa LinRegPCR (Ramakers et al., 2003).

Tabela 1 - Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados na gPCR

Gene | Sequéncia do primer
CDKN1A F 5’- CCATAGCCTCTACTGCCACCATC-3’
R 5’- GTCCAGCGACCTTCCTCATCCA-3’
CCNB1 F5-GTACCCTCCAGAAATTGGTGA-3’
R 5°- GACTACATTCTTAGCCAGGTG-3’
CCND1 F:5-GGGTTGTGCTACAGATGATAGAG-3’
R:5’- AGACGCCTCCTTTGTGTTAAT-3’
BAX F:5°- TTCCTTACGTGTCTGATCAATCC-3’
R:5’- GGGCAGAAGGCACTAATCAA -3’
BCL2 F:5’- CAGAAGTCTGGGAATCGATCTG -3’
R:5’- AATCTTCAGCACTCTCCAGTTATAG-3’
MYC F: 5’- AAGCTGAGGCACACAAAGA -3’
R: 5’- GCTTGGACAGGTTAGGAGTAAA-3’
ACTB F 5°- AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’

R 5°- AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3°
Fonte: da autora (2024)

4.12 WESTERN BLOTTING
A expressdo das proteinas de interesse foi avaliada por western blotting. As células
MCF-7 foram semeadas em placas de 100 mm de didmetro (1,0 x 10° células/placa) e tratadas

com o composto (3) nas concentragdes de 10 e 20 uM e composto (6) nas concentracdes de 3,5
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e 7 UM por 48 horas. Apos tratamento, as células foram homogeneizadas em tampédo RIPA
(NaCl 150mM, NP-40 1,0 %, &cido desoxicolato de sodio 1% em Tris-HCL 50 mM, pH 7,5)
contendo inibidores de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich, #P8340). Apds centrifugacédo
(12000 x g) por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e foi realizada a quantificacdo de
proteinas totais de cada amostra (BCA Kkit, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, EUA).

As amostras, contendo 40 pg de proteinas, foram diluidas em tampéo de amostra 4x
(Tris 0,5 M —pH 6,8, 4 ml de glicerol, dodecil sulfato de sodio (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 horas
a 100V).

A transferéncia para membrana de PVDF (Amersham Pharmacia, Amersham, Reino
Unido) foi realizada por 2 horas a 200 mA em tampéo (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol
a 20% em agua destilada). Apos a transferéncia das proteinas, o bloqueio das membranas foi
realizado durante 1 hora em temperatura ambiente [5% de leite desnatado, Tris 0,02 M (TBS)
com 0,1% (v/v) Tween20 (Sigma-Aldrich)].

As membranas foram incubadas com o0s anticorpos de interesse (Tabela 2) por 12 horas
a 4 °C. Apos sucessivas lavagens com TBS e TTBS (tampao tris-salina acrescido de 0,1% de
Tween20), as membranas foram incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de
camundongo ou de coelho (1:1000) conjugado com peroxidase por 2 horas em temperatura
ambiente sob agitacdo. Entdo as membranas foram lavadas novamente e reveladas por
guimioluminescéncia usando o ECL Western blotting Detection Kit (Amersham Pharmacia)
conforme especificagdes do fabricante. A quantificagdo das bandas imunorreativas foi realizada
por meio do Bio-Rad Software Image Lab (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
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Tabela 2 — Relacédo dos anticorpos utilizados e especificagdes

Anticorpo | Diluicdo | Codigo | Fabricante

Cyclin D 1:1000 #55506 Cell Signaling
Cyclin B 1:1000 #12231 Cell Signaling
ERK1/2 1:2000 #4696 Cell Signaling
Phospho-ERK1/2 1:1000 #4370 Cell Signaling
Phospho-Akt 1:1000 #4060 Cell Signaling

B-actina+ HRP  1:25000 A3854 Sigma-Aldrich

Fonte: da autora (2024)

4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados quantitativos sdo apresentados como a média + desvio padrdo (DP) de, pelo
menos, dois experimentos independentes. Diferencgas significativas foram evidenciadas de
acordo com a analise de variancia one-way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacbes
maultiplas de Tukey. O software utilizado foi o GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A viabilidade celular foi observada nas linhagens celulares MCF-7 e CCD-1059Sk, apds
48h de tratamento com a GTN (1) e PPT (4) e seus derivados sulfonilados (3) e (6),
respectivamente. Os valores de 1Cso foram determinados a partir das curvas de dose-resposta
(Tabela 3, Figura 4). A substancia (1) apresentou maior citotoxicidade para linhagem nao
tumoral em relagéo a linhagem tumoral (MCF-7: ICso = 84 £+ 1,04 pM; CCD-1059Sk: ICsp =
29,01 + 0,66 uM; 1S= 0,35). Enquanto seu derivado sulfonilado, composto (3), apresentou
maior citotoxicidade e seletividade para linhagem tumoral (MCF-7: ICso = 19,69 % 1,6 uM;
CCD-1059Sk: I1Cs0= 64,51 + 2,15 uM; 1S= 3,28). A substéncia (4) apresentou efeitos similares
em ambas as linhagens testadas (MCF-7: ICso = 21,84 £ 0,45 uM; CCD-1059Sk: ICso = 19,82
+ 0,7 uM; 1S= 0,9). Entretanto, seu derivado sulfonilado, composto (6), foi mais citotoxico
frente a linhagem tumoral com bom indice de seletividade (MCF-7: ICs0=7,12 + 1,6 uM; CCD-
1059Sk: 1Cs0 = 33,28 £ 1,49 uM; 1S= 4,67).

Considerando os valores de ICso obtidos para a linhagem MCF-7, nos ensaios
subsequentes a substancia (3) foi utilizada nas concentragdes de 10 uM (1/2 ICso) e 20 pM
(ICs0), enquanto a substancia (6) foi utilizada nas concentragdes de 3,5 uM (1/2 I1Cso) € 7 UM
(ICs0).

Tabela 3 — Valores de I1Cso (UM) dos compostos (1), (3), (4) e (6)

| MCF-7 | ccp-1059sk | IS
COMPOSTO (1) 84 + 1,04 29,01 = 0,66 0,35
COMPOSTO (3) 19,69 £ 1,6 64,51 % 2,15 3,28
COMPOSTO (4) 21,84+ 0,45 19,82 0,7 0,9
COMPOSTO (6) 712416 33,28 + 1,49 4,67

Fonte: da autora (2024)

Nota: Os valores de 1Cso (UM) foram determinados a partir de curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio de
viabilidade por SRB ap6s 48h de tratamento com compostos (1), (3), (4) e (6). 1S= indice de seletividade,
calculado pela razdo 1Cso CCD-1059Sk/ 1Cso MCF-7.
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Figura 4 — Curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio de viabilidade por SRB
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Fonte: da autora (2024)

Nota: Curvas dose-resposta obtidas pelo ensaio de viabilidade por SRB ap6s 48h de tratamento com os compostos
(2), (3), (4) e (6) nas concentracdes de 0,1, 1, 10, 50, 100 e 200 M.

A morfologia das células MCF-7 foi avaliada ap6s o tratamento com 0os compostos (3)
al1l0 uM e 20 uM, e (6) a 3,5 uM e 7,0 uM apobs 24h e 48h de tratamento. A substancia (3)
inibiu a proliferacdo celular e ocasionou um aumento no tamanho das células, efeito que é mais
evidenciado no grupo tratado com 20 uM (Figura 5). A substancia (6) inibiu a proliferacédo
celular quando utilizada na concentracdo de 3,5 UM e causou alteragdo na morfologia celular a
7,0 UM, uma vez que as celulas se tornaram arredondadas e parcialmente aderidas ao substrato,
um indicativo de citotoxicidade (Figura 6).



Figura 5 — Anélise morfoldgica (composto 3)
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Fonte: da autora (2024)

Nota: Imagens ilustrativas, obtidas por microscopia de contraste de fase, mostrando o aspecto morfoldgico de

células MCF-7 apds 24h e 48h de tratamento com o composto (3) nas concentragdes de 10 uM e 20 uM.
Barra: 100 pm.
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Figura 6 — Anéalise morfoldgica (composto 6)
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Fonte: da autora (2024)
Nota: Imagens ilustrativas, obtidas por microscopia de contraste de fase, mostrando o aspecto morfoldgico de

células MCF-7 apés 24h e 48h de tratamento com o composto (6) nas concentragdes de 3,5uM e 7,0uM.
Barra: 100 pm.

O ensaio de capacidade clonogénica foi realizado em células MCF-7 tratadas com 0s
compostos 3 e 6, nas concentragdes de 10 e 20 uM e 3,5 e 7,0 UM, respectivamente. Ambas as
substancias inibiram completamente a formacdo de colonias (Figura 7), indicando que a
exposicao ao tratamento por 48 horas foi suficiente para inibir a proliferacédo de células MCF-
7 por longo periodo de tempo, considerando que as coldnias foram fixadas apds 11 dias de
recuperagdo (sem o tratamento).



Figura 7 — Ensaio de capacidade clonogénica
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Legenda: Imagens ilustrativas e anélise do ensaio de capacidade clonogénica em células MCF-7 (A) apés 48h de
tratamento com o composto 3 a 10 UM e 20 uM e 11 dias de recuperacdo. (B) apés 48h de tratamento
com o composto 6a 3,5puM e 7,0 uM e 11 dias de recuperacdo. **** p<0,0001 para comparagdes com

o controle, segundo ANOVA seguido de pos-teste de Tukey.

5.2 DINAMICA DE PROGRESSAO NO CICLO CELULAR

A andlise do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo para avaliar a progressdo

do ciclo celular em células MCF-7 tratadas por 48h com os compostos (3) a 10 e 20 uM e (6) a

3,5 e 7,0 uM. Ambas as substancias modificaram o padrdo de distribuicdo do ciclo celular em

relacdo aos grupos controle, conforme mostrado nas Figuras 8 e 9. Nos grupos tratados com a

substancia 3 a 10 uM, houve um aumento da populagdo GO/G1 e concomitante reducdo da

frequéncia de células na fase S, ao passo que a 20 uM, esse aumento foi observado na populagéo

G2/M (Figura 8). O tratamento com a substancia 6 a 3,5 pM ocasionou um aumento da

populacdo G2/M e diminuicdo de células na fase S, enquanto no grupo tratado com 7,0 uM,

houve um aumento da populagcdo sub-G1, sugerindo que houve inducdo de morte celular

(Figura 9).
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Figura 8 — Anélise de progressao do ciclo celular (composto 3)
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Fonte: da autora (2024)

Legenda: (A, B) Histogramas representativos e anélise do ensaio de progressao do ciclo celular em células MCF-
7 ap0s 48 h de tratamento com o composto 3 a 10 pM e 20 uM. * p<0,05 *** p<0,001 para comparagdes
com o controle, segundo ANOVA seguido de pds-teste de Tukey.
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Figura 9 — Anélise de progressao do ciclo celular (composto 6)
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Legenda: (A, B) Histogramas representativos e analise do ensaio de progressao do ciclo celular em células MCF-
7 apds 48 h de tratamento com o composto (6) a 3,5 UM e 7 M. * p<0,05 ** p<0,01 para comparagdes
com o controle, segundo ANOVA seguido de pos-teste de Tukey.

Para investigar as possiveis alteracbes moleculares envolvidas na atividade
antiproliferativa dos compostos 3 e 6, foram realizadas analises de expressdo génica de
reguladores do ciclo celular. A abundancia de RNA mensageiro (RNAm) dos genes alvos
(CCND1, CCNB1, CDKN1A e MYC) foi avaliada por gPCR ap6s 24h de tratamento com 0s
compostos 3 (10 uM e 20 uM) e 6 (3,5 UM e 7,0 uM) em células MCF-7. O perfil de expressao
em nivel proteico das ciclinas B e D foram avaliados ap6s 48h de tratamento por Western
Blotting, sendo que os compostos foram usados nas mesmas concentracdes da analise de gPCR.

Nos grupos tratados com o composto 3 a 10 e 20 uM houve reducédo da abundancia de
RNAm de ciclina D (CCND1), entretanto este efeito ndo foi observado em nivel proteico
(Figuras 10A e 10E). Também houve diminuicdo da expressdo de MY C (Figura 10D) em ambas
as concentracOes testadas. A 20 puM, houve reducdo na expressédo de ciclina B (RNAm e
proteina) (Figuras 10B e 10F) e aumento de RNAm de CDKN1A, também conhecida como
proteina p21 (Figura 10C).
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O composto 6 reduziu os niveis de RNAmM de (CCND1) em ambas as concentracfes
avaliadas (3,5 e 7 uM), contudo os niveis proteicos de ciclina D foram reduzidos somente n
grupo tratado com 6 a 7 UM (Figuras 11A e 11E). Reducéo dos niveis de ciclina B (RNAm e
proteina) (Figuras 11B e 11F) e MYC (Figura 11D) foram observados nas amostras tratadas
com 3,5 e 7,0 uM, enquanto nas mesmas condicdes foi observado aumento da expresséo relativa
de CDKN1A (Figura 11C).



Figura 10 — Analise da expressao génica de reguladores do ciclo celular (composto 3)
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Legenda: (A, B, C e D) Analise da abundancia de RNAm de genes alvos (CCND1, CCNB1, CDKN1A e MYC),
apos 24h de tratamento em células MCF-7 com o composto 3 a 10 uM e 20 uM. (E e F) Analise da
expressdo de proteinas alvo (ciclinas D e B) apds 48h de tratamento em células MCF-7 com o composto
3a10 uM e 20 uM; B-actina utilizada como controle de carregamento. *p <0,05 **** p<0,0001, segundo
ANOVA seguido de pos-teste de Tukey.



Figura 11— Andlise da expressdo génica de reguladores do ciclo celular (composto 6)
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Legenda: (A, B, C e D) Analise da abundancia de RNAm de genes alvos (CCND1, CCNB1, CDKN1A e MYC),
apos 24h de tratamento em células MCF-7 com o composto 6 a 3,5 UM e 7 uM. (E e F) Analise da
expressdo de proteinas alvo (ciclinas D e B) apds 48h de tratamento em células MCF-7 com o composto
6 a 3,5 UM e 7 uM; B-actina utilizada como controle de carregamento. *p<0,05 ***p<0,001 ****
p<0,0001, segundo ANOVA seguido de pos-teste de Tukey.

5.3 MORFOLOGIA NUCLEAR E DO CITOESQUELETO

A avaliacdo do aspecto morfologico nuclear e de componentes do citoesqueleto
(microttbulos e filamentos de actina) de células MCF-7 foi realizada empregando marcadores
fluorescentes apds 48h de tratamento com os compostos (3)a10e 20 uM e (6) a3,5e 7,0 uM.
Os seguintes eventos foram observados: frequéncia de células em mitose; padréo de distribuicado
de microtibulos e microfilamentos e alteracGes nucleares (micronucleacdo, multinucleacéo,
fragmentacédo nuclear, superficie nuclear irregular e nucleos picnéticos) (Figuras 12 e 13).

O tratamento com o composto 3 reduziu a frequéncia de células por campo e de células
em mitoses, ao passo que atipias nucleares foram mais observadas nos grupos tratados em
relagdo aos controles. Além disso, as células tornaram-se maiores, confirmando as observacoes
feitas por microscopia de contraste de fase (Figuras 14 A, B, C e 15).

O tratamento com composto 6 induziu efeitos similares aos observados para o composto
3, como diminuicdo do numero de células por campo e de eventos mitoticos. As alteracdes
nucleares foram mais frequentes no grupo tratado a 3,5 UM e foram observadas células com
dimensdes aumentadas em comparacgdo as amostras do grupo controle. No grupo tratado com
0 composto 6 (7 uM) houve uma significativa reducdo no nimero de células por campo, sendo
possivel observar grande desarranjo dos microttbulos e dos filamentos de actina (Figuras 14 D,
E, F e 16).
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Figura 12 — Eventos celulares observados por imunofluorescéncia

(A)

(B) (€)

Fonte: da autora (2024)

Legenda: Imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia mostrando o padréo de distribuigéo
de elementos do citoesqueleto (verde: imunodetecgdo de a-tubulina; vermelho: filamentos de actina) e
nucleo (azul). (A) Imagem evidenciando célula em mitose (seta). (B, C) Imagens demonstrando
diferentes aspectos do citoesqueleto.



49

Figura 13 —Atipias nucleares observadas por imunofluorescéncia
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Fonte: da autora (2024)

Legenda: Imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia mostrando diferentes atipias nucleares
(indicadas pelas setas brancas) que foram observadas nos grupos tratados (verde: imunodetecgdo de a-
tubulina; vermelho: filamentos de actina) e nucleo (azul).
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Figura 14 — Analise dos eventos celulares (compostos 3 e 6)
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Fonte: da autora (2024)

Legenda: Analise realizada em preparagdes citologicas marcadas para a-tubulina e filamentos de actina. As células
MCF-7 foram tratadas com os compostos 3 (10 uM e 20 uM) e 6 (3,5 uM e 7 uM) por 48h. (A, D) Média
do nimero total de células contadas por campo. (B, E) Numero total de mitoses contadas. (C, F) NUmero
total de atipias nucleares. * p<0,05 ** p<0,01 para compara¢des com o controle, segundo ANOVA
seguido de pds-teste de Tukey. Foram contadas 1000 células por grupo.
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Figura 15 — Imagens de imunofluorescéncia (composto 3)
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Fonte: da autora (2024)

Nota: Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de fluorescéncia mostrando os aspectos do ndcleo (azul), a-
tubulina (verde) e filamentos de actina (vermelho) de células MCF-7 apés 48h de tratamento com o
composto (3) a 10 uM e 20 uM. Barra: 50 pm.
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Figura 16 — Imagens de imunofluorescéncia (composto 6)
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Fonte: da autora (2024)
Nota: Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de fluorescéncia mostrando os aspectos do ndcleo (azul), a-
tubulina (verde) e filamentos de actina (vermelho) de células MCF-7 apds 48h de tratamento com o

composto (6) a 3,5 UM e 7 uM. Barra: 50 um.

5.4 INDUCAO DE APOPTOSE

A determinacdo da frequéncia de células apoptoticas em culturas de células MCF-7 foi
obtida pelo ensaio de anexina V apés 48h de tratamento com os compostos (3) a 10 e 20 uM e
(6) a3,5¢e 7,0 uM. A analise realizada por citometria de fluxo mostrou que ndo houve aumento
na frequéncia de células positivas para anexina V em nenhum dos grupos tratados com a
substancia 3, 10 uM (9,14% + 3,0%) e 20 uM (9,81% = 1,28%), em comparagcdo com 0 grupo
controle (7,19% = 0,72%) (Figura 17A). O tratamento com a substancia 6 a 3,5 uM (8,4% =+
0,25%) tambem n&o apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle (5,95% * 1,36%).
Entretanto, a 7,0 uM (46,32% + 3,86%), houve aumento na frequéncia de células positivas para
anexina V, corroborando com o aumento da populacdo sub-G1 observada na analise de

progressdo do ciclo celular (Figura 17B).



Figura 17 — Analise do ensaio de anexina V (compostos 3 e 6)
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Legenda: Analise de inducdo de apoptose usando o ensaio de anexina V em células MCF-7 apds 48 h de tratamento
com 0s compostos 3 (10 UM e 20 uM) (A) e 6 (3,5 UM e 7 uM) (B). Nos dotplots representativos, células
viaveis (quadrantes inferiores esquerdos), apoptose inicial (quadrantes inferiores direitos), apoptose
tardia (quadrantes superiores direitos) e células necréticas (quadrantes superiores esquerdos) podem ser
observadas. *** p<0,001, segundo ANOVA seguido de pds-teste de Tukey.

Para avaliar a influéncia dos compostos na expresséo de genes associados a regulacéo

da apoptose, foi determinada a expressao relativa dos RNAm que codificam as proteinas pro-

apoptotica BAX e antiapoptética BCL2. A analise foi realizada apds 24h de tratamento com os

compostos (3) a10e 20 uM e (6) a 3,5 e 7,0 uM. Ambos os compostos modularam a expressdo

destes genes em todas as concentracOes testadas. Houve aumento signifcativo na abundancia
de RNAm para BAX e diminuicdo dos niveis de BCL2 (Figura 18).
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Figura 18 — Analise da expressao génica de reguladores da apoptose
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Fonte: da autora (2024)
Legenda: Andlise da expressao génica (RNAm) determinada por gPCR em células MCF-7 ap6s 24h com os

compostos (3) a1l0 uM e 20 uM e (6) a 3,5 UM e 7 uM (A, C) Expressdo relativa de BAX. (B, D)
Expressdo relativa de BCL2. ***p <0,001 **** p<0,0001, segundo ANOVA seguido de pds-teste de

Tukey.

5.5 INDUQAO DE SENESCENCIA

A senescéncia celular foi avaliada pela atividade da enzima B-Galactosidase. As
imagens registradas evidenciam que o tratamento com o composto 3 a 20 UM causa alteragdes
morfoldgicas na linhagem MCF-7, tornando estas células maiores (Figura 19). Apds 72 horas
foi possivel observar o aumento da marcacao para enzima p-Galactosidase nos grupos tratados
a 10 e 20 uM em relacdo ao controle (Figura 20), sugerindo que o composto 3 foi capaz de

induzir senescéncia nas células MCF-7.
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Figura 19 — Analise morfologica e marcagdo -gal (composto 3)
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Fonte: da autora (2024)

Nota: Imagens ilustrativas, obtidas por microscopia de contraste de fase, mostrando o aspecto morfoldgico de
células MCF-7 apds 24h, 48h e 72h de tratamento com o composto 3 nas concentragdes de 10 uM e 20 pM.
A reagdo para a enzima B-galactosidase foi realizada apds 72h de tratamento.

Figura 20 —Analise senescéncia (composto 3)
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Controle

Fonte: da autora (2024)
Nota: Imagens ilustrativas, obtidas por microscopia de contraste de fase, mostrando a marcagéo da enzima p-
Galactosidase apds 72h de tratamento com o composto 3 a 10 uM e 20 uM. Barra: 100 pm.
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5.6 INDUCAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

Ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliar se N-acetil-cisteina (NAC),
um agente antioxidante, poderia reverter os efeitos induzidos pelas substancias avaliadas.
Assim, as células foram tratadas com os compostos (3) e (6) na presenca ou auséncia de NAC.
Os resultados mostraram que nos grupos tratados apenas com as substancias 3 e 6 houve uma
reducdo de cerca de 40% da viabilidade celular em relagdo ao controle: Controle= 100,0 £
1,17%; composto 3= 62,73 £+ 6,27%; composto 6= 56,30 + 4,22%. Enquanto, nos grupos
tratados concomitantemente com o NAC, o antioxidante foi capaz de prevenir os efeitos de
ambos 0s compostos em relacdo a reducéo da viabilidade celular: Controle + NAC= 99,22 +
1,77%; composto 3 + NAC= 93,84 + 3,64%; composto 6= 93,21 + 2,06% (Figura 21).
Sugerindo que, possivelmente, um dos mecanismos de acdo dos compostos 3 e 6 € a inducgédo

de estresse oxidativo em células MCF-7.

Figura 21 — Andlise da viabilidade celular com NAC
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Fonte: da autora (2024)

Legenda: Analise da viabilidade celular apés 48h de tratamento de células MCF-7 com o composto 3a 20 uM e
0 composto 6 a 7 UM na presenca ou auséncia de NAC a ImM. **** p<(0,0001, para compara¢do com
0 grupo controle; #### p<0,0001 para comparacdo dos grupos (composto 3 e composto 6) com seus
correspondentes (+NAC), segundo ANOVA seguido de pds-teste de Tukey.
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Diante destes resultados, para confirmar se 0 mecanismo de agdo dos compostos 3 e 6
esta relacionado a inducao de estresse oxidativo, foi avaliada a producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) usando uma sonda especifica. Os resultados obtidos demonstraram que
ambos 0s compostos aumentam os niveis de ROS em relacdo ao grupo controle (Figura 22). O
composto 3 (42,46 £ 8,99 %) aumentou a producdo de ROS cerca 3,5 vezes em relagdo ao
controle (12,46 £ 2,1%). Enquanto no composto 6 (85,78 * 6,6%) este aumento foi o dobro,
cerca de 7 vezes, se aproximando muito dos valores encontrados no controle positivo H20-
(96,74 + 1,46%). Estes dados sugerem que os efeitos dos compostos 3 e 6 na linhagem MCF-

7 estéo, pelo menos em parte, associados a inducéo de estresse oxidativo.

Figura 22 — Andlise do ensaio CellROX
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Legenda: (A) Histograma representativo obtido por citometria de fluxo para deteccdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). As células foram tratadas por 4h com os compostos 3 (20 uM) e 6 (7 uM). Peroxido de
hidrogénio (H202) foi utilizado como controle positivo, o qual ficou em contato com a cultura por 30
minutos. (B) Analise quantitativa da producdo ROS (%). * p<0,05 *** p<0,001, segundo ANOVA
seguido de pds-teste de Tukey.
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5.7 INDUCAO DE DANOS AO DNA

O DNA é um dos principais alvos de espécies reativas de oxigénio, dessa forma, foi
analisada a indugdo de danos ao DNA pelos compostos 3 e 6, por meio da avaliagdo do nimero
de células marcadas por p-Histona H2A.X, uma vez que esta proteina é ativada em resposta a
danos ao DNA. As células MCF-7 foram tratadas com os compostos 3 a 10 pM e 20 uM
composto 6 a 3,5 UM e 7,0 uM durante 24 horas (Figuras 24 e 25). As analises de
imunofluorescéncia mostraram que o composto 3 a 20 UM causa um aumento no numero de
células positivas para p-Histona H2A.X (Figura 23A), enquanto o composto 6 induziu aumento
significativo na frequéncia de células positivas para p-Histona H2A.X quando utilizado na
concentracdo de 3,5 uM (Figura 23B). Apesar de ndo haver um aumento do nimeros de células
positivas para esse marcador de dano ao DNA no grupo tratado com o composto 6 a 7 UM,
observou-se que neste grupo as células positivas exibiam marcacédo intensa, sugerindo que nas
células vidveis houve eventos de danos ao DNA. Estes dados sugerem que ambos 0s compostos

induzem danos ao DNA em células MCF-7.

Figura 23 — Andlise expressdo p-Histona H2A. X
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Fonte: da autora (2024)

Legenda: Analise do nimero de células marcadas por p-Histona H2A.X em células MCF-7, considerando a
contagem de 500 células por grupo. (A) Apos 24 h de tratamento com o composto 3 a 10 pM e 20 pM.
(B) Ap6s 24 h de tratamento com 0 composto 6 a 3,5 uM e 7 uM.. ** p<0,01, segundo ANOVA seguido
de pos-teste de Tukey.
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Figura 24 — Imagens expressdo p-Histona H2A.X (composto 3)
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Fonte: da autora (2024)
Nota: Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de confocal de células MCF-7 apds 24h de tratamento com o
composto (3) a 10 uM e 20 uM; ndcleo (azul) e p-Histona H2A.X (verde). Barra: 50 um.



Figura 25 — Imagens expressdo p-Histona H2A.X (composto 6)
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Fonte: da autora (2024)

Nota: Imagens ilustrativas obtidas por microscopia confocal de células MCF-7 ap6s 24h de tratamento com o
composto (6) a 3,5 UM e 7 uM; ndcleo (azul) e p-Histona H2A.X (verde). Barra: 50 pum.

5.8 VIAS DE SINALIZACAO ASSOCIADAS A PROLIFERACAO E SOBREVIVENCIA
CELULAR

Por fim, foi avaliado o efeitos dos compostos 3 e 6 na modulacdo de vias associadas a
proliferacdo, sobrevivéncia e crescimento celular. Dessa forma, as células MCF-7 foram
tratadas com os compostos (3) a 10 uM e 20 M composto (6) a 3,5 uM e 7,0 UM durante 48h
e foi avaliada a expressdo da forma fosforilada e ativa de proteinas relacionadas com estas vias:
p-Akt e p-ERK. Nas condicGes avaliadas, o composto 3 ndo alterou signficativamente a
expressao destas proteinas (Figuras 26A e 26B). Por outro lado, o composto 6, a 7 UM, causou
um aumento significativo na expressao de p-Akt e p-ERK (Figuras 27A e 27B).
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Figura 26 — Analise da expressao de proteinas alvo (composto 3)
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Fonte: da autora (2024)

Legenda: Andlise da expressdo de pAkt (A) e p-ERK (B) em células MCF-7 determinada por Western Blotting
apos 48h de tratamento com o composto 3 a 10 uM e 20 uM. B-actina utilizada como controle para
determinacédo da expresséo relativa de p-Akt e ERK foi utilizada como controle para a determinacédo da

expressao relativa de p-ERK.
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Figura 27 — Analise da expressao de proteinas alvo (composto 6)
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Legenda: Andlise de expressdo de pAkt (A) e p-ERK (B) em células MCF-7 determinada por Western Blotting

apos 48h de tratamento com o composto 6 a 3,5 pM e 7 uM. B-actina utilizada como controle para
determinacdo da expresséo relativa de p-Akt e ERK foi utilizada como controle para a determinacéo da
expressdo relativa de p-ERK. * p<0,05, ** p<0,01, segundo ANOVA seguido de p6s-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O interesse em estudar as substancias goniotalamina (GTN) e piplartina (PPT) vém
crescendo ao longo dos anos, uma vez que estas apresentam uma ampla atividade bioldgica,
incluindo propriedades anticancer, como demonstrado pela sua citotoxicidade frente a
diferentes linhagens de células tumorais. Desta forma, diversos estudos tém explorado a
estrutura destas moléculas, a fim de desenvolver derivados mais potentes, mais seletivos, e com
caracteristicas fisico-quimicas e farmacoldgicas mais compativeis com a aplicabilidade clinica
(Bezerra et al., 2013; Meirelles et al., 2019; Seyed; Jantan; Bukhari, 2014; Zhu et al., 2021).
No presente estudo, derivados sulfonilados de GTN (composto 3) e PPT (composto 6) foram
testados na linhagem celular MCF-7. Esta linhagem é derivada de cancer de mama e expressa
receptores hormonais (estrogeno e progesterona), sendo representativa dos tumores
classificados como luminal A (Comsa; Cimpean; Raica, 2015).

O compostos 3 e 6 foram cerca de 4 vezes mais citotdxicos para as células MCF-7 em
relacdo a GNT e PPT, e foram cerca de 9 e 5 vezes, respectivamente, mais seletivos para as
células tumorais em comparacdo com as células ndo tumorais. Dessa forma, as modificaces
estruturais realizadas na GTN e PPT foram importantes para aumentar a poténcia e seletividade
em relacdo aos protétipos de origem. Considerando que 0 sucesso das terapias anticancer
depende da sua efetividade em erradicar as células tumorais sem afetar drasticamente a saude
do paciente (Lica et al., 2021; Lopez-Léazaro, 2015), o arcabouco estrutural dos compostos 3 e
6 podem ser Uteis para o desenvolvimento de candidatos a farmacos para o tratamento contra o
cancer de mama.

Os compostos 3 e 6 reduziram de forma significativa a viabilidade celular na linhagem
MCF-7, com efeitos citostaticos e/ou citotoxicos também a longo prazo, uma vez inibiram
completamente a capacidade destas células em formar coldnias, mesmo apés 11 dias de
recuperacdo (sem o tratamento), demonstrando o potencial antiproliferativo destas substancias.
Os mecanismos responsaveis pela atividade antiproliferativa destas substdncias parecem
envolver a inducédo de estresse oxidativo, que é resultado de um desequilibrio entre a produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade dos sistemas antioxidantes em
neutraliza-las (Sies, 2020).

A geracdo de ROS faz parte do metabolismo normal da célula, entretanto, o acimulo
dessas moléculas pode modificar a estrutura de acidos nucleicos, proteinas e lipideos, causando
danos em diversos processos celulares (Forman; Zhang, 2021). O aumento da producéo de

ROS é uma das caracteristicas das células tumorais e esta associado aos processos de
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carcinogénese, progressao tumoral, metéstase e recidiva. As células tumorais dispdem de uma
maior tolerancia ao estresse oxidativo em relagdo as células normais, mas quando o excesso de
geracdo de ROS ultrapassa o limiar da célula, o estresse oxidativo pode induzir a morte celular
(Jelic et al., 2021; Srinivas et al., 2019).

A atividade citotoxica dos compostos 3 e 6 foi atenuada na presenca de NAC, um
potente antioxidante. Além disso, foi observado um aumento significativo de ROS nos grupos
tratados. Estes resultados sugerem que um dos mecanismos de acdo associado a atividade de
ambos 0s compostos € a inducdo de estresse oxidativo. Considerando que estudos mostraram
que a GTN e PPT, induzem estresse oxidativo e consequente morte celular em diferentes tipos
tumorais, parece que as modificagOes estruturais realizadas para a obtencdo dos derivados 3 e
6 preservaram as propriedades farmacologicas observadas nos prot6tipos originais.

Punganuru et al. (2018) demonstrou que a GTN diminui a formacdo de glutationa
reduzida (GSH), importante antioxidante, causando aumento de ROS. A inducéo de estresse
oxidativo causou bloqueio do ciclo celular em G2/M, senescéncia celular e apoptose na
linhagem celular de cancer de mama SK-BR-3. A PPT também é capaz de inibir sistemas
antioxidantes, que normalmente estao hiperativados nas células cancerosas, pela interacdo com
GSH, e as enzimas antioxidantes tiorredoxina redutase 1 (TrxR1l) e peroxirredoxina-4
(PRDX4). Essa atividade foi observada em células derivadas de glioma, carcinoma
hepatocelular e os canceres colorretal e gastrico (Kim et al., 2014; Wang et al., 2019; Zhang et
al., 2019; Zou et al., 2016).

Além disso, muitos farmacos usados na terapia do cancer induzem estresse oxidativo,
incluindo doxorrubicina, gemcitabina, paclitaxel e vimblastina (Hayes; Dinkova-Kostova; Tew,
2020; Huang et al., 2021; Yokoyama et al., 2017). Os alvos especificos dos compostos 3 e 6
ainda precisam ser investigados, no entanto, os resultados obtidos neste estudo ja sugerem a
capacidade destas substancias em alterar o equilibrio oxidativo, resultando no acimulo de ROS
intracelular.

Um dos principais alvos das ROS é o DNA, causando danos a molécula que podem
exceder a capacidade do sistema de reparo de DNA da célula (Freudenthal, 2017; Gonzalez-
Hunt; Wadhwa; Sanders, 2018). Entre as consequéncias dos danos oxidativos ao DNA estdo:
alteracdes epigenéticas, mutacdes, alteracdes conformacionais e quebra da dupla-fita, causando
modificagbes nos cromossomos, fuso mitotico e reguladores do ciclo celular. Estas
modificagdes geram erros durante o processo de divisdo celular, os quais podem culminar na
formacdo de células com micronucleos e células multinucleadas (Fenech et al., 2011; Zhang;

Pellman, 2022). Os ensaios de imunofluorescéncia mostraram aumento na frequéncia de células
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com microndcleo e células multinucleadas em resposta aos tratamentos com 0s compostos 3 e
6, indicando que houve danos ao DNA e/ou alteracGes na mecanica do processo de diviséo.

Estudos subsequentes mostraram que, de fato, os compostos 3 e 6 foram capazes de
induzir danos ao DNA. Houve um aumento no namero de células positivas para gama-H2AX
(forma fosforilada da variante H2A) em células dos grupos tratados em relagdo aos grupos
controles. A gama H2A.X (Ser139) é um biomarcador de danos ao DNA, considerando que a
fosforilacdo na serina 139 é mediada pelas cinases ATM (Ataxia-telangiectasia mutated kinase
), ATR (ATM and Rad3 related kinase) e DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) em
resposta a lesdes no DNA. A medida que tal cascata de sinalizacdo é iniciada, proteinas
envolvidas no sistema de reparo de DNA e no bloqueio do ciclo celular sdo ativadas (Ferrand,;
Plessier; Polo, 2021; Sekiguchi; Matsushita, 2022; Stope, 2021). Eventos similares foram
descritos na literatura em resposta ao tratamento com PPT e a GNT (Duarte et al., 2023; Seyed,;
Jantan; Bukhari, 2014), de modo que o efeito genotoxico pode ser uma estratégia para levar a
morte das células tumorais malignas.

A atividade antiproliferativa dos compostos 3 e 6, possivelmente, esta associada a danos
oxidativos ao DNA, resultando em blogueio da progressdo do ciclo celular em células MCF-7.
Foi observado o acumulo de células nas fases GO/G1 e G2/M nos grupos tratados com o
composto 3, e G2/M nos grupos tratados com o composto 6 . Além disso, 0 composto 6 causou
desorganizacdo dos microtibulos e microfilamentos quando usado em concentracdo
correspodente ao 1Cso. Um estudo realizado por Meegan et al. (2017) em células MCF-7
mostrou que a atividade antitumoral da PPT esta associada com inducdo de estresse oxidativo,
blogueio do ciclo celular e com a sua capacidade em desestabilizar a rede de microttbulos.

Os compostos 3 e 6 reduziram a expressao de reguladores positivos do ciclo celular
(ciclinas B e D e MYC), o que reforca o potencial antitumoral dessas substancias. As ciclinas
D e B sdo determinantes para progressdo do ciclo celular e estdo comumente super expressas
no cancer de mama, contribuindo com 0s processos de carcinogénese e progressao tumoral (Lu
et al., 2020; Massacci; Perfetto; Sacco, 2023; Sun et al., 2017b; Sofi et al., 2022). MYC é um
fator de transcri¢do que regula a expressdo de genes essenciais a progressao do ciclo celular e
sobrevivéncia, incluindo ciclina D e BCL-2 (Guo et al., 2020; Matthews; Bertoli; De Bruin,
2022). Vale ressaltar que o oncogene MYC esté super ativo em 20% dos casos de cancer de
mama e tem sido associado com varios processos, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia celular,
invasdo e angiogénese (Duffy et al., 2021; Gao et al., 2023; Nik-Zainal et al., 2016).

A linhagem MCF-7 é selvagem para o gene TP53 (p53) e o bloqueio do ciclo celular e

inducdo de apoptose séo eventos mediados por p53 em resposta a lesdes no DNA (Dastjerdi et
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al., 2016; Hafner et al., 2019; Karimian; Ahmadi; Yousefi, 2016). p53 é o principal regulador
transcricional de CDKN1A (p21), um regulador negativo do ciclo celular devido a sua
capacidade de inibir complexos ciclina-CDK (Engeland, 2022). A expressdo diminuida de p21
€ comumente observada em varios tipos tumorais, e compreender o seu papel na célula tumoral
é critico para avaliar seu potencial como alvo terapéutico de farmacos que interferem na sua
sintese e estabilidade (Shamloo; Usluer, 2019).

Agentes com atividade antitumoral podem causar o aumento da expressdo de p21 em
decorréncia de eventos epigenéticos que culminam na desrepresséo transcricional de CDKN1A
(Chatterjee et al., 2022; Chatterjee; Ghosh; Kanade, 2019). No presente estudo, a expresséo
relativa de CDKNZ1A foi significativamente aumentada nos grupos tratados com 0s compostos
3 e 6. O envolvimento de p53 e/ou eventos epigenéticos na inducéo de expressdo de CDKN1A
em resposta aos tratamentos com estes compostos precisam ser futuramente demonstrados.
Contudo, estudos mostram que MY C inibe a expressdo de CDKN1A (Bretones; Delgado; Ledn,
2015).

A expressdo de p21 aumentada nos grupos tratados, provavelmente foi consequéncia de
danos ao DNA. A resposta a danos ao DNA (DDR) promove bloqueio no ciclo celular até que
estes danos sejam reparados. Entretanto, se estes danos forem muito extensos e irreparaveis e a
DDR permanecer ativa por tempo prolongado, a célula pode apresentar dois mecanismos de
resposta: inducdo de senescéncia ou morte celular programada (Shmulevich; Krizhanovsky,
2021; Zarneshan et al., 2023). A senescéncia celular é um estado de interrupcéo estavel e
terminal do ciclo celular, o qual pode ser causado por diversos fatores como danos ao DNA,
estresse oxidativo, ativagdo de oncogenes e encurtamento do teldmero. O composto 3 induziu
senescéncia nas células MCF-7, o que foi observado pelo aumento da atividade da enzima f3-
Galactosidase nos grupos tratados e outras alteracfes que sdo comuns as células senescentes,
como modificacbes morfoldgicas (células se tornaram maiores e achatadas) e aumento na
expressao de CDKN1A.

As células senescentes apresentam um perfil secretério, que pode ser variavel, chamado
de fenotipo secretor associado a senescéncia (SASP). Este fen6tipo é complexo e pode ser um
aliado na terapia antitumoral, induzindo senescéncia nas células vizinhas por sinalizacéo
paracrina e recrutando o sistema imune para eliminar estas células. Por outro lado, pode conter
fatores de crescimento e fatores pro-inflamatérios, os quais podem favorecer a progressdo
tumoral. Nesse sentido, é importante o desenvolvimento de novos compostos capazes de induzir
senescéncia, cujo SASP possa contribuir para efetiva supressdo tumoral (Di Micco et al., 2021;
Kudlova; De Sanctis; Hajduch, 2022; Kumari; Jat, 2021; Schmitt; Wang; Demaria, 2022).
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Neste estudo, a inducdo de senescéncia em células MCF-7 em resposta ao tratamento com o
composto 3 foi demonstrada pelo aumento da atividade lisossomal (enzima p-Galactosidase),
no entanto, seria interessante investigar os componentes do SASP a fim de estimar quais sao as
implicacdes das células senescentes no microambiente tumoral.

Como discutido anteriormente, o acimulo de ROS e, consequentemente, danos extensos
ao DNA que excedem a capacidade de reparo celular, também podem direcionar a célula
cancerosa a outro destino além da senescéncia celular, a morte celular por apoptose. A proteina
p53, além de ativar a expressdo da p21, também promove o aumento de proteinas pro-
apoptdticas. Além disso, p53 pode interagir com proteinas antiapoptoticas, inibindo sua
atividade. Dessa forma, diferentes mecanismos sé@o ativados para induzir apoptose como um
mecanismo de protecdo em resposta aos danos irreparaveis ao DNA (Abuetabh et al., 2022;
Zhao et al., 2023).

A capacidade de induzir apoptose representa uma propriedade importante dos agentes
utilizados na terapia do cancer (Carneiro; El-Deiry, 2020). O composto 6 (na concentracao
correspondente ao 1Cso) induziu apoptose em células MCF-7, como demonstrado pelo aumento
na frequéncia de células positivas para anexina V, bem como pela modulacdo de genes
reguladores da apoptose intrinseca. Houve aumento na quantidade de RNAm de BAX e
diminuicdo da abundancia de RNAm de BCL2. A ativacdo da via intrinseca de apoptose envolve
varios membros da familia Bcl-2, incluindo aumento dos niveis de BAX (um fator pro-
apoptotico efetor) em detrimento de seus bloqueadores (BCL2, por exemplo) favorece a
inducdo de apoptose (Kiraz et al., 2016).

O estresse oxidativo, além de causar modificages ao DNA e induzir apoptose pela via
intrinseca, pode levar a ativacdo de receptores de morte transmembrana, como Fas e TNF-R, e
induzir apoptose pela via extrinseca. O acimulo de ROS também pode desencadear a apoptose
por outras formas, como pelo aumento direto da permeabilidade mitocondrial, estresse do
reticulo endoplasmatico e ativacdo persistente de algumas vias oncogénicas de sinalizacao,
como a MAPK/ERK. A hiperativagdo desta via normalmente esta correlacionada a progressao
tumoral, inibicdo de apoptose, inducdo de transicdo epitélio-mesenquimal, angiogénese e
invasdo (Braicu et al., 2019; Lee; Rauch; Kolch, 2020).

Entretanto, estudos tém demonstrado que a ativacao sustentada de ERK, que ultrapassa
um determinado limiar, pode ativar vias pré-apoptoticas. O acimulo de ROS inibe a atividade
das fosfatases DUSPs (dual-specificity phosphatases), evento que promove a hiperativagao de
ERK por fosforilagdo, a qual pode atuar no citoplasma ou nucleo, ativando fatores como p53 e

resultando no aumento e diminuicdo de reguladores pré-apoptoticos e antiapoptoticos,
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respectivamente (Redza-Dutordoir; Averill-Bates, 2016; Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021; Yue;
Lopez, 2020).

O composto 6 induziu a ativacdo desta via, uma vez que houve aumento significativo
na expressdo de p-ERK. Diante disso, € possivel que a hiperativacdo da via MAPK/ERK esteja
envolvida no potencial pré-apoptético deste composto. Uma série de quimioterapicos ja
estabelecidos, como cisplatina e doxorrubicina, induzem a ativagdo de ERK (Thongnuanjan et
al., 2021; Zhang et al., 2016a). Além disso, um estudo realizado por Oliveira et al. (2019) na
linhagem celular de leucemia HL-60, demonstrou que um complexo contendo derivados de
PPT causa estresse oxidativo e consequente ativagdo da via ERK/p38 e inducdo de apoptose,
ou seja, um mecanismo semelhante ao que foi observado neste trabalho.

O composto 6 também foi capaz de ativar a via PI3K/Akt, como demonstrado pelo
aumento de Akt fosforilada. Esse efeito pode estar associado ao acimulo de ROS. A ligacéo de
fatores de crescimento em receptores tirosina-quinase especificos, resulta na ativacdo da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K) e consequente ativacdo da proteina quinase B (Akt). A p-
Akt é responsavel por ativar ou inibir inGmeras moléculas envolvidas nos processos de
crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Dessa forma, a hiperativacdo desta via
favorece a progressdo tumoral (He et al., 2021; Liu et al., 2020b; Zhang et al., 2016b).
Entretanto, o0 aumento da expressdo de p-Akt pelo composto 6 ndo interferiu na sua atividade
antiproliferativa e prd-apoptoética observada na linhagem MCF-7. De modo que, 0 aumento de
p-Akt mediado pelo composto 6 merece futuras investigacoes.

Diante dos dados obtidos neste estudo, estes compostos mostram-se promissores e sao
mais potentes e seletivos em relagdo aos prototipos de origem, contudo, parecem atuar pelos
mesmos mecanismos de acdo, de modo que as propriedades farmacolégicas da GNT e PPT
foram preservadas em seus derivados sulfonilados. Assim sendo, os prot6tipos avaliados
apresentam potencial antitumoral e novas abordagens experimentais devem ser realizadas para
explorar em detalhes os alvos moleculares dessas substancias. E crucial validar os efeitos
antitumorais in vivo, expandir o estudo in vitro para outros subtipos de cancer de mama,
especialmente o triplo negativo, cujo arsenal terapéutico é restrito e pouco efetivo. Além disso,
é necessario avaliar os perfis farmacocinéticos e farmacodindmicos dos derivados para avancar

nas etapas inerentes ao processo de desenvolvimento de farmacos.
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7 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que os derivados sulfonilados de GTN e PPT tém efeitos
citotoxicos significativos em células de cancer de mama e sdo mais potentes e seletivos em
relacdo aos protétipos de origem. Os compostos 3 e 6 aumentam 0s niveis de espécies reativas
de oxigénio na linhagem MCF-7, causando danos ao DNA e modulacdo da expressdo de
proteinas associadas a regulacéo do ciclo celular e apoptose. O composto 3 induziu senescéncia,
enquanto o composto 6 apresentou atividade pro-apoptética, que possivelmente estd associada
a resposta de danos ao DNA e ativacdo sustentada da via MAPK/ERK. Portanto, esses
compostos representam protétipos promissores para o desenvolvimento de candidatos a

farmacos antineoplasicos e devem ser considerados em futuras investigacdes.
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