UNIVERSIDADE DE RIBEIRAO PRETO — UNAERP
PROGRAMA DE DOUTORADO EM BIOTECNOLOGIA

FELIPE GARCIA NISHIMURA

CARACTERIZACAO DO EFEITO ANTICANCER DE ANALOGOS DE
CURCUMINA EM LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

RIBEIRAO PRETO
2023



FELIPE GARCIA NISHIMURA

CARACTERIZACAO DO EFEITO ANTICANCER DE ANALOGOS DE
CURCUMINA EM LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Tese apresentada a Universidade de Ribeirdo Preto

UNAERP, como requisito para a obtencdo do titulo de
Doutor em Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Lucia Fachin Saltoratto

RIBEIRAO PRETO — SP
2023



Ficha catalografica preparada pelo Centro de Processamento
Técnico da Biblioteca Central da UNAERP

- Universidade de Ribeirdo Preto -

NISHIMURA, Felipe Garcia, 1995-

N724c Caracterizacdo do efeito anticancer de andlogos de curcumina em
linhagens de cancer de mama / Felipe Garcia Nishimura. — Ribeirdo
Preto, 2023.
87 f. :il. color.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Ana Lucia Fachin.

Tese (Doutorado) - Universidade  de Ribeirdo Preto, UNAERP,
Doutorado em Bioecnologia, 2023.

1. Células MCF-7. 2. Neoplasias de mama triplo negativas.
3. Curcumina. Il. Titulo.

CDD 660




FELIPE GARCIA NISHIMURA

CARACTERIZACAO DO EFEITO ANTICAN (CER DE ANALOGOS DE
CURCUMINA EM LINHAGENS DE CANCER DE MAMA

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Biotecnologia da Universidade de
Ribeirdo Preto, para obtencdo do titulo de Doutor em
Biotecnologia.

Area de Concentragdo: Biotecnologia Aplicada a Saude
Data da defesa: 26 de outubro de 2023

Resultado: Aprovado

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente
ANA LUCIA FACHIN SALTORATTO
g Eb Data: 06/11/2023 13:55:11-0300
Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br
. . uci i
Profa. Dra. Ana Lucia Fachin Saltoratto
Presidente/Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP
Documento assinado digitalmente
3 MOZART DE AZEVEDO MARINS
g ﬁb Data: 30/10/2023 15:39:43-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br
Prof. Dr. Mozart de Azevedo Marins
'V . . . _
Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP

Documenta assinado digitalmente
RENE DE OLIVEIRA BELEBONI
g ub Data: 01/11/2023 13:36:12-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br
Prof. Dr. René de Oliveira Beleboni
Universidade de Ribeirdo Preto — UNAERP

Prof. Dr. Brian Bandy
Universidade de Saskatchewan

Valeria \ igitally signed by Valeria

A te:19504484875

Valente:1950 : 2023.10.31
4875 23:08-03'00'

Profa. Dra. Valéria Valente
Universidade Estadual Paulista — UNESP

RIBEIRAO PRETO
2023



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de expressar minha profunda gratiddo a minha familia pelo apoio
incondicional e pela educagdo que me proporcionaram e continuam a oferecer. Nem todos tém

a sorte de ter 0 apoio para seguir uma carreira académica, e por isso sou imensamente grato.

Além disso, quero estender meus agradecimentos especiais a alguns parentes, em particular, ao
tio Celso e a tia Rita, que sempre estiveram ao meu lado, torcendo por mim em todas as minhas
conquistas. Também ndo posso deixar de mencionar os Tchucas Brothers, com quem

compartilhei momentos de descontracéo que foram essenciais ao longo dessa jornada.

Um agradecimento mais que especial vai para Ana, minha sogra, que desde o inicio me apoiou

e incentivou com seu carinho e apoio.

Para Thais, minha noiva, quero expressar minha profunda gratiddo pelo companheirismo,
apoio, suporte, carinho e amor incondicionais. Ela é a pessoa que mais sabe sobre tudo o que
passei, seja nos momentos bons, ruins, de ansiedade ou frustracfes. Sempre ao meu lado, ela

me faz acreditar que sou capaz de alcancar tudo o que almejo.

N&o posso deixar de agradecer também a minha orientadora, professora Ana Lucia, que me
proporcionou inimeras oportunidades, desde a bolsa de treinamento técnico até a bolsa de
doutorado sanduiche. Além dela, quero estender meus agradecimentos ao professor Mozart,
parceiro para além das obrigacGes laboratoriais. A ambos devo todas as oportunidades,
experiéncias, conquistas e, talvez o mais importante, todo o conhecimento que adquiri nos

ultimos anos. Suas amizades e companheirismo também sdo inestimaveis.

Agradeco especialmente o professor Brian, que além de supervisor no meu estagio no Canada,

se tornou um grande amigo e parceiro.

Agradeco de coracdo a todos que compartilnaram o laboratorio comigo, desde aqueles que me
ensinaram quando eu ainda ndo tinha experiéncia até os alunos de Iniciacdo Cientifica, tanto
aqueles que orientei quanto aqueles que ndo orientei. Entre eles, quero fazer um agradecimento
especial a Guilherme, que compartilhnou conhecimento, discutiu meus dados, me ajudou a
refletir e sempre esteve disponivel para aprender, além de acreditar no meu potencial e me

ajudar a acreditar em mim mesmo.

Do fundo do meu coragéo, agradeco a todos por fazerem parte da minha jornada. Obrigado!



Ha de vir o tempo no qual uma pesquisa diligente durante longos periodos
revelara coisas que hoje estdo ocultas. A duragdo de uma vida, mesmo que
toda dedica ao céu, ndo seria suficiente para a investigagdo de um tempo de
um tema t&o vasto [...]. E por isso esse conhecimento sé se desdobrara ao
longo de sucessivas eras. Vira um tempo no qual nossos descendentes
ficardo espantados com o fato de que ndo sabiamos de coisas que para eles
serdo tdo evidentes [...]. Muitas descobertas estdo reservadas para épocas
ainda por vir, quando a lembranca sobre nds estard apagada. Nosso universo
é um caso lamentavelmente infimo, a menos que encerre coisas que cada
época tera de investigar [...]. A natureza ndo revela seus mistérios de uma s6

Vez.

Séneca

O universo é conhecivel, alegavam os antigos jonios, porque ele demonstra
ter uma ordenacdo interna: ha regularidades na natureza que permitem que
seus segredos sejam descobertos. A natureza ndo é de todo imprevisivel;

existem regras as quais até ela tem de obedecer.

Carl Sagan



RESUMO

O céncer é uma das principais causas de morte globalmente, com o cancer de mama sendo um
dos tipos mais comuns e letais. Apesar de ser um tipo de cancer com melhor prognostico, 0s
tratamentos ainda sdo muito agressivos e inespecificos. Por isso, ha muitas pesquisas que
buscam novas moléculas com atividades antitumorais, principalmente as moléculas de origem
natural. A curcumina tem sido utilizada popularmente por apresentar atividade antioxidante e
antitumoral. Entretanto a baixa biodisponibilidade da curcumina tem levado os pesquisadores
a sintetizarem moléculas analogas. Este estudo avaliou o potencial antitumoral de moléculas
anélogas a curcumina em linhagens de cancer de mama responsiva (MCF-7) e ndo responsiva
a hormdnios (BT-20). O analogo NC2603 se destacou, demonstrando alta atividade citotdxica
com valores de I1Cso de 3,5 uM para a linhagem BT-20 e 5,6 uM para a linhagem MCF-7. Além
disso, induziu apoptose em 63% das células da linhagem BT-20 e inibiu a migracdo de mais de
50% das células na concentracdo de 0,75uM. A analise do transcriptoma revelou a expressao
diferencial de milhares de genes apds o tratamento com NC2603. Alguns genes foram
relacionados a supressao da migragdo celular, podendo ser o0 mecanismo pelo qual o analogo
NC2603 agiu na linhagem BT-20. Na linhagem MCF-7, foram identificados genes associados
ao ciclo celular, indicando um possivel efeito de arrasto no ciclo celular, confirmado
posteriormente por citometria de fluxo. Surpreendentemente, o andlogo NC2603, ao contrario
do esperado, induziu a producao de espécies reativas de oxigénio em um estudo conduzido na
Universidade de Saskatchewan, Canada, o que pode explicar sua citotoxicidade contra células
de adenocarcinoma colorretal Caco-2. Em resumo, o andlogo NC2603 demonstrou atividades
antitumorais significativas, afetando a proliferacdo, morte e migracdo celular, bem como
influenciando a expresséo de genes envolvidos nessas vias. Esses resultados fornecem insights
valiosos para o desenvolvimento de novos compostos e estratégias terapéuticas direcionadas ao
cancer de mama e outras formas de cancer.

Palavras-chave: MCF-7; BT-20; Luminal-A; Triplo-negativo; Curcumina; Analogos-de-

curcumina.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading global causes of death, with breast cancer being one of the most
common and lethal types. Despite having a better prognosis compared to other cancers,
treatments are still highly aggressive and non-specific. Therefore, extensive research is being
conducted to identify new molecules with antitumor activities, particularly natural origin
molecules. Curcumin has been widely used due to its antioxidant and antitumor properties.
However, the low bioavailability of curcumin has prompted researchers to synthesize analog
molecules. This study evaluated the antitumor potential of curcumin analog molecules in breast
cancer cells lines responsives (MCF-7) and non-responsives (BT-20) to hormones . The analog
NC2603 stood out, demonstrating high cytotoxic activity with IC50 values of 3.5 uM for the
BT-20 cell line and 5.6 uM for the MCF-7 cell line. Additionally, it induced apoptosis in 63%
of BT-20 cells and inhibited the migration of over 50% of cells in a concentration of 0.75uM.
Transcriptome analysis revealed differential gene expression in thousands of genes after
treatment with NC2603. Among these genes, some were related to the suppression of cell
migration, potentially explaining the mechanism by which NC2603 acted in the BT-20 cell line.
In the MCF-7 cell line, genes associated with the cell cycle were identified, indicating a possible
cell cycle arrest effect, later confirmed by flow cytometry. Surprisingly, NC2603 analog,
contrary to expectations, induced the production of reactive oxygen species in a foreign study
at the University of Saskatchewan, Canada, which may explain its cytotoxicity against
colorectal adenocarcinoma Caco-2 cells. In summary, NC2603 analog demonstrated significant
antitumor activities, affecting cell proliferation, apoptosis, and migration, while also
influencing the expression of genes involved in these pathways. These results provide valuable
insights for the development of new compounds and targeted therapeutic strategies for breast
cancer and other cancer types.

Keywords: MCF-7; BT-20; Luminal-A; Triple-negative; Curcumin; Curcumin-analogues.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

O cancer compreende um espectro diversificado de mais de cem patologias, todas
caracterizadas por um processo de crescimento celular desordenado e incontrolavel (DeVita et
al., 2018; Pecorino, 2012). Notavelmente, apesar de sua etiologia estar intrinsecamente ligada a
alteracdes no material genético (DNA), apenas uma parcela de 5-10% dos fatores causadores
de céncer sdo de natureza hereditaria, enquanto os restantes 90-95% derivam de fatores
exogenos. Estes Ultimos englobam varidveis comportamentais, como tabagismo e alcoolismo,
bem como exposi¢cGes ambientais a agentes quimicos e radia¢do ultravioleta, entre outros
(INCA, 2021; NIH, 2017; Oncoguia, 2015). Esses fatores desencadeiam muta¢fes somaticas no
material genético, incluindo substituicbes nucleotidicas, insercdes, delecbes, translocacdes
cromossémicas e até mesmo dimerizacdo de fitas, como observado em casos de exposicéo a
radiacdo UVB (Pecorino, 2012).

Em grande parte dos cenarios, essas mutacdes instigam a producdo de proteinas
disfuncionais ou truncadas, provocando assim comportamentos celulares inadequados,
notadamente o crescimento e a replicacdo descontrolados. Deve-se também mencionar que
existem instancias nas quais esses fatores externos atuam de maneira indireta no genoma,
influenciando a regulacdo epigenética das células envolvidas no processo oncogénico (DeVita
et al., 2018; Trichopoulos et al., 1996).

Os processos subjacentes ao cancer estdo estritamente relacionados a modificagdes
genéticas que impactam profundamente o funcionamento das células. As alteragdes nos genes
desempenham um papel crucial nesse contexto, com o potencial de dar origem a células
cancerosas. Proto-oncogenes, que sdo genes normais, podem se tornar oncogenes através de
mutacBes ou um aumento significativo nos niveis de expressdao, desencadeando assim o
processo carcinogénico. De forma complementar, 0s genes supressores de tumores, quando
inativados ou quando experimentam uma diminuicdo na expressdo, também contribuem para o
desenvolvimento do cancer (Alberts et al., 2017).

E notavel que modificacdes em determinados genes sdo responsaveis por induzir
marcas distintivas nas células tumorais, conhecidas como "hallmarks of cancer” (pilares do

cancer) (Hanahan & Weinberg, 2011). Entre essas marcas, a evasdo da morte celular sobressai
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como uma das mais preeminentes. Mutagdes e variagdes na expressao de genes associados ao
reparo do DNA e a apoptose (morte celular programada) podem favorecer a replicacdo de
células danificadas, perpetuando assim o acimulo de erros genéticos. O gene TP53, apelidado
de "guardido do genoma humano”, exemplifica um desses genes chaves (Fett-Conte & Salles,
2002).

A medida que os sistemas de manutencio da integridade gendmica falham e mutagoes
adicionais se acumulam, outras caracteristicas do cancer podem emergir. Estas incluem a
evasdo do sistema imunoldgico, autonomia na sinalizacdo de crescimento, resisténcia a sinais
inibitorios, potencial replicativo ilimitado, estimulo a angiogénese e a capacidade de migrar e
invadir tecidos circundantes (metéastase). Esses fendmenos combinados sdo os principais
determinantes que conferem ao céncer o status de um desafio de sadde global e uma
enfermidade notoriamente intratavel.

Conforme dados epidemiol6gicos mais recentes disponibilizados pela respeitavel
Organizagdo Mundial de Saide (OMS), o ano de 2020 testemunhou uma estimativa alarmante
de aproximadamente 18 milhdes de novos casos de cancer e cerca de 10 milhdes de dbitos
relacionados a essa enfermidade, ressalvando-se que essa contagem exclui 0s casos de cancer
de pele ndo melanoma (WHO, 2020).

Ao longo de décadas, o cancer tem persistido como a segunda principal causa de
mortalidade global (Roser & Ritchie, 2015). Conforme dados epidemioldgicos mais recentes
apresentados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no ano de 2020 foram estimados
aproximadamente 18 milhGes de novos casos de cancer e cerca 10 milhdes de mortes (com
excecdo dos casos de cancer de pele ndo melanomas que ndo foram contabilizados) (WHO,
2020).

Os tipos de cancer mais prevalentes incluem o cancer de mama, o cancer colorretal, 0
cancer de préstata e o cancer de pele ndo melanoma. Por outro lado, entre as variedades que
mais contribuem para a carga global de mortalidade, destacam-se o cancer de pulméo, o cancer

colorretal, que superou o cancer de estbmago em 2015, e o cancer de mama.

1.2 CANCER DE MAMA

Embora ostente um dos progndésticos mais favoraveis dentre os canceres e apresente

uma prevaléncia acentuada no género feminino, excecao feita a raros casos no sexo masculino
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(W. F. Anderson et al., 2010; Fentiman et al., 2006; Yalaza et al., 2016) o cancer de mama
destaca-se devido a sua notavel incidéncia. No decorrer do ano de 2020, essa patologia foi
responsavel por aproximadamente 12,5% dos novos diagndésticos e contribuiu com 7% das
fatalidades relacionadas ao cancer.

Assim como em outros tipos de cancer, o cancer de mama apresenta fatores de risco
significativos. Um dos determinantes mais preeminentes € a presencga de casos de cancer na
historia familiar (hereditariedade), com cerca de um quarto dos diagnésticos de cancer de mama
associados a antecedentes familiares da doenca, em que mutacGes em genes cruciais, como
BRCAL e BRCAZ2, reconhecidos como genes supressores tumorais, podem ter sido herdados
(Brewer et al., 2017; Y.-S. Sun et al., 2017).

Outro fator de risco de suma relevancia reside no estilo de vida adotado pelo individuo.
Comportamentos como o consumo excessivo de bebidas alcodlicas, tabagismo e a adogédo de
dietas inadequadas demonstram uma associac¢ao inequivoca com o desenvolvimento do cancer
(Brewer et al., 2017; Catsburg et al., 2015; Knight et al., 2017; Makarem et al., 2013). Importa
salientar que alguns fatores podem interagir sinergicamente, como € o caso das influéncias
hormonais, a idade e os fatores reprodutivos. Eventos como a menarca precoce, a menopausa
tardia e a ocorréncia da primeira gravidez em idade avancada estdo intrinsecamente ligadas as
modulagbes hormonais, que, quando desreguladas, acarretam um consideravel risco para o
desenvolvimento de neoplasias mamarias (Dall & Britt, 2017; Endogenous Hormones and
Breast Cancer Collaborative Group et al., 2013; Horn & Vatten, 2017; Washbrook, 2006).

O cancer de mama pode ser submetido a uma classificacdo histoldgica e molecular
(tabela 1). Estas categorizacdes sdo delineadas com base na presenca ou auséncia de receptores
de estrogénio (ER), progesterona (PR), do receptor do fator de crescimento epidérmico humano
2 (HER2), e no nivel de expressdo da proteina reguladora da diviséo celular KI1-67 (Gomes Do
Nascimento & Otoni, 2020; Holliday & Speirs, 2011; Soliman & Yussif, 2016).

O prognostico e a resposta a diferentes modalidades de tratamento estdo
intrinsecamente relacionados ao perfil de receptores. Células tumorais classificadas como
luminal A e luminal B demonstram progndésticos mais favoraveis, uma vez que apresentam pelo
menos um dos receptores e tendem a responder de forma mais eficaz aos tratamentos
disponiveis. Por outro lado, as variantes denominadas triplo negativas (também conhecidas

como basal e claudin-low) exibem um comportamento mais agressivo e constituem um desafio
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terapéutico mais substancial (Badve et al., 2011; Harris et al., 2006; Holliday & Speirs, 2011;
Thike et al., 2010).

TABELA 1 - Classificagdes moleculares do cancer de mama e seus respectivos perfis de expressao de receptores

hormonais.

Subtipos _ Luminal B

Luminal A HER2+ TN
Moleculares (HER2-) (HER2+)

ER+ ER+ ER+ ER- ER+
Biomarcado PR+ PR- PR+ PR- PR+
res HER?- HER2- HER2+ HER2+  HER?2-

. . . Ki67 . .
Ki67 baixo Ki67 alto Ki67 alto Ki67 alto
baixo/alto

Frequéncia

40-50 20-30 15-20 10-20
(%)
Prognostico Bom Intermediario Ruim Ruim

_ Hormoniotera ) o
Hormoniotera Terapia Quimiotera
. p1a :
Resposta a Hormoniotera Pla Ouimioterapi alvo pia
Terapias pia Quimioterapi Quimiotera  Inibidores
a ) pia de PARP
Terapia Alvo

Fonte: Traduzido e adaptado de (Barzaman et al., 2020)

Os avancgos nos tratamentos, como quimioterapia, intervencfes cirurgicas, terapia

hormonal e radioterapia, tém contribuido para uma melhoria constante na taxa de sobrevivéncia

dos pacientes afetados (Howard-Anderson et al., 2012). No entanto, é necessario enfatizar que

a deteccgéo precoce da doenca, quando as células ainda ndo adquiriram caracteristicas malignas,

constitui um fator critico para 0 sucesso terapéutico e, consequentemente, aumenta

substancialmente as perspectivas de cura (INCA, 2016).
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1.3 TRATAMENTOS CONTRA O CANCER

Os tratamentos empregados na abordagem do cancer podem ser categorizados em duas
modalidades principais: tratamentos locais, que incluem cirurgia e radioterapia, e tratamentos
sistémicos, como quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. A cirurgia, em sua esséncia,
consiste na excisdo do tumor por meio de procedimento cirdrgico, frequentemente
complementada por intervencdes sistémicas. Por outro lado, a radioterapia envolve a
administracdo de particulas que interagem com o material biolégico, induzindo a ionizacéo,
seja nas moléculas constituintes das células ou na agua presente no ambiente. Entretanto, é
crucial observar que um dos principais desafios associados a radioterapia € a ocorréncia de
danos ao DNA, o qual absorve essa energia e, consequentemente, é ionizado (DeVita et al.,
2018).

No ambito dos tratamentos sistémicos, faz-se uso de medicamentos genericamente
denominados quimioterapicos, com variacdes nos alvos terapéuticos (Saude, 2019). A
qguimioterapia € fundamentalmente caracterizada pela administracdo de agentes quimicos com
0 propdsito de combater diversas patologias, abrangendo ndo apenas o cancer, mas também
outras enfermidades que se beneficiam desses compostos. Além disso, 0s quimioterapicos
podem ser de origem tanto sintética quanto natural, e pesquisas atuais tém evidenciado que
compostos naturais possuem potencial eficacia, as vezes superior aos sintéticos. Um exemplo
adicional de tratamento é a imunoterapia, que direciona as drogas para o sistema imunologico
do paciente afetado por neoplasias (Alam et al., 2018; DeVita et al., 2018).

Na imunoterapia, os alvos terapéuticos englobam antigenos, citocinas e receptores que
sdo modulados com o proposito de estimular o sistema imunoldgico do paciente (Oiseth & Aziz,
2017). Por outro lado, na hormonioterapia, 0s alvos visados sdo 0s hormoénios e seus
correspondentes receptores hormonais, que sdo regulados por agentes farmacoldgicos como o
tamoxifeno, endoxifeno, toremifeno, entre outros (DeVita et al., 2018).

Na quimioterapia convencional, as drogas podem influenciar a expressdo de genes
envolvidos no ciclo celular, inibindo a atividade de proteinas fundamentais para o
funcionamento celular, além de atuarem por meio de outros mecanismos de a¢do (Chabner &
Roberts, 2005; DeVita et al., 2018). Neste contexto, diversas categorias de quimioterapicos se

destacam, sendo classificadas como agentes alquilantes (como cisplatina, busulfan,
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carboplatina e ciclofosfamida), antimetabdlitos (a exemplo de 6-mercaptopurina, metotrexato
e floxuridina) e antibidticos antitumorais (incluindo doxorrubicina e epirrubicina), entre outras
(Alam et al., 2018; Chabner & Roberts, 2005; DeVita et al., 2018; C.-Y. Huang et al., 2017,
Oncoguia, 2018). Adicionalmente, uma classe de quimioterapicos distintos compreende 0s
inibidores mitdticos, que, em sua maioria, possuem origem natural, tais como paclitaxel,
vimblastina e vincristina (Chemotherapy for Breast Cancer | American Cancer Society, n.d.;
Haque et al., 2018; Marupudi et al., 2007; L. Yang et al., 2015).

Apesar dos avancos nos tratamentos das neoplasias, varias drogas antitumorais,
incluindo aquelas mencionadas anteriormente, ainda carecem de especificidade, resultando em
impactos ndo apenas nas células malignas, mas também nas células normais, desencadeando,
assim, efeitos colaterais indesejados. A maioria desses efeitos colaterais engloba sintomas como
nauseas, vomitos, diarreias e disfungdes respiratorias. Um exemplo ilustrativo € a
doxorrubicina, cuja administracdo resultou, anos apds sua descoberta, na observacdo de
problemas cardiacos em uma parcela significativa dos pacientes, levando-a a ser caracterizada
como cardiotoxica (Chatterjee et al., 2010; McGowan et al., 2017; Saltiel & McGuire, 1983).

Em decorréncia dessas limitacdes, atualmente, diversos grupos de pesquisa em todo o
mundo se dedicam na busca de novos agentes terapéuticos mais seletivos e especificos,
principalmente de origem natural. Esses compostos visam mitigar os efeitos adversos inerentes
a esses tratamentos, a0 mesmo tempo em que buscam potencializar a eficacia terapéutica em

comparagdo com os farmacos ja em uso.

1.4  CURCUMINA

A Curcuma longa, também conhecida como curcuma ou acafrdo-da-terra, € utilizada
mundialmente como condimento, predominantemente na forma de po6, utilizado como corante
por possuir uma coloracdo amarela forte. A clrcuma abriga quantidades varidveis de
constituintes, contendo entre 25-50% de amido, 4-10% de proteinas, 2-7% de fibras e cinzas,
além de conter 6leos essenciais (NAGHETINI, 2006). Adicionalmente, esta especiaria possuli
uma série de compostos, com destaque para 0s curcuminoides, que predominam em sua
composigdo (Sueth-Santiago et al., 2015). Estes curcuminoides pertencem a classe dos
polifendis, objeto de intensas pesquisas devido as suas mdltiplas atividades biologicas,

abrangendo propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, anticancer, bem como seu potencial
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estudo em tratamentos para a doenga de Alzheimer e na reducdo dos riscos associados a
enfermidades cardiovasculares (Qin et al., 2017; Sahebkar et al., 2016).

A curcumina (Figura 1) € um polifenol insoltvel em &agua, caracterizado por um
elevado ponto de fusdo e pela presenca de taltomeria cetoendlica, o que implica que,
dependendo do ambiente em que 0 composto se encontra, ele pode existir tanto na forma diceto

quanto na forma enol (A. Goel et al., 2008).

FIGURA 1 — Estrutura molecular da curcumina

H,CO L - OCH,

HO OH

Fonte: autoria propria.

1.5 RELACAO ESTRUTURA ATIVIDADE DOS ANALOGOS A CURCUMINA

As propriedades medicinais da curcumina estdo intrinsecamente relacionadas a sua
estrutura molecular. Por exemplo, sua notavel atividade antioxidante é atribuida aos grupos
fendlicos e a extensa conjugacdo presente na molécula. A conjugacdo molecular proporciona a
capacidade de gerar hidrogénios radicalares devido a presenca de grupos hidrogenados,
resultando na neutralizacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Adicionalmente, a
curcumina demonstra a capacidade de induzir apoptose, um processo que pode ser explicado
pela sua natureza lipofilica. Tal caracteristica possibilita a permeabilizacéo rapida da membrana
celular, mimetizando eventos observados durante o processo de apoptose (Jaruga et al., 1998;
Noorafshan & Ashkani-Esfahani, 2013; Sueth-Santiago et al., 2015).

A estrutura da curcumina é passivel de diversas modificacdes, que variam desde a
simples substituicdo de hidrogénio por grupos metila até a introducdo de anéis adicionais e
cadeias carbonicas suplementares. Portanto, inUmeros grupos de pesquisa se dedicam a realizar
modifica¢fes na estrutura da curcumina com o proposito de aprimorar suas propriedades

farmacoldgicas. Além disso, tais modificagdes visam resolver algumas limitagdes associadas
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a0 uso da curcumina, como sua instabilidade em ambientes com pH superior a 7, sua baixa
biodisponibilidade e sua reduzida solubilidade (Zheng et al., 2017).

Um exemplar de amplificacdo da atividade biologica dos compostos derivados da
curcumina pode ser evidenciado por meio de alteragdes conformacionais na molécula. Estas
modificagOes envolvem a introducdo de uma maior flexibilidade molecular, alcancada pela
remocao das ligacbes duplas mediante a adi¢do de atomos de hidrogénio, bem como a restri¢do
conformacional, que confere maior rigidez a molécula. Ambos os processos influenciam a
capacidade de ancoragem da molécula em sitios receptores, podendo ampliar ou restringir tais
interacdes (Jovanovic et al., 1999; Sueth-Santiago et al., 2015; Sugiyama et al., 1996; Youssef
et al., 2007).

Estas modificacdes conformacionais ocorrem na regido diceto da molécula, onde
ligacGes duplas entre &tomos de carbono estdo presentes em ambos os lados. Vale ressaltar que
existem duas categorias de curcuminas, nomeadamente as fenolicas e as B-dicetonas, que
correspondem as regides onde as substituicdes e adi¢cdes de grupos funcionais ocorrem (Zheng
etal., 2017).

No contexto do céncer, a curcumina e seus analogos podem exercer uma série de
efeitos em vérias frentes e em diferentes alvos. Estes compostos tém a capacidade de inibir a
ativacdo de fatores de transcri¢do, reprimir a ativacdo de maultiplas quinases que contribuem
para o processo de tumorigénese, suprimir a expressdo de genes que promovem a metastase,
bem como regular genes envolvidos nos processos de apoptose, invasao celular e adesdo. Além
disso, eles também tém a capacidade de modular as atividades de enzimas essenciais para o
crescimento tumoral (A. Goel et al., 2008).

A atividade antioxidante de diversos compostos esta ligada a sua capacidade de
combate ao cancer, uma vez que espécies reativas de oxigénio (EROs) podem induzir danos de
maultiplas maneiras. Um desses mecanismos envolve a lesdo dos tecidos, o que resulta na
liberacdo subsequente de EROs. Ademais, danos diretos ao DNA representam uma forma
substancialmente grave de agresséo, que pode culminar em mutacdes e, consequentemente, no
desenvolvimento do cancer (Barrera, 2012; Kumari et al., 2018).

A curcumina, por si s6, exibe uma consideravel atividade antioxidante, fundamentada
nas caracteristicas de suas porcdes fendlicas e da porcao diceto. As porcdes fendlicas (Figura 2
a) do composto apresentam grupos hidroxila que demonstram prontidao em perder hidrogénio,

permitindo, assim, a neutralizacdo de radicais livres. Por outro lado, a por¢éo diceto (Figura 2



18

b) possui um carbono central que conecta os dois grupos cetona, cada um com dois hidrogénios.
A remocdo de um desses hidrogénios é facilitada pela presenca de dois oxigénios, que induzem
um momento dipolar e intensificam a eletronegatividade nessa regido, resultando na facilidade

de saida de um dos hidrogénios do referido carbono central (Sueth-Santiago et al., 2015).

FIGURA 2: Representacdo do modelo de atividade antioxidante da curcumina. Em a) é representado o modelo da
porcao fenolica, e b) o modelo da porcéo diceto.
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Fonte: (Sueth-Santiago et al., 2015)

1.6 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As mitocondrias representam organelas de extrema importancia no contexto celular,
desempenhando func¢des primordiais em diversos dominios da biologia e fisiologia celulares.
Elas sdo cruciais para a regulacdo do estado redox, a inducdo de apoptose, o transporte de
metabdlitos e proteinas originarias do citosol, o0 metabolismo de lipidios e aminoacidos, bem
como a determinagdo do destino celular. Além disso, as mitocondrias servem como a principal
fonte de producédo de adenosina trifosfato (ATP), o combustivel energético primordial para a
maioria dos processos metabdlicos. Esse processo de sintese de ATP ocorre por meio do sistema
de fosforilacdo oxidativa (OXPHQOS), também conhecido como Cadeia de Transporte de
Elétrons (ETC — eletron transport chain) (Alberts et al., 2017; Annesley & Fisher, 2019; Figueira et
al., 2013; Larosa & Remacle, 2018).

A ETC ¢ o sistema global e o caminho ciclico pelo qual os elétrons sdo transportados
nas mitocondrias. O transporte de elétrons ocorre em complexos multi-enzimaticos presentes
nas membranas internas das mitocondrias (Complexos I-1V), e os elétrons séo transportados
entre cofatores, O2 e substratos, como o NADH ou 0 sucinato, através desses complexos
(Murphy, 2009; Perry et al., 2011).

As reacOes de oxirreducdo que ocorrem na ETC geram energia suficiente para mover

protons (H+) contra o gradiente de concentracdo (para fora da membrana interna das
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mitocdndrias). Como a membrana é relativamente impermeével, € gerado um gradiente
eletroquimico de protons (ApH) (Creed & McKenzie, 2019). Uma vez estabelecido um gradiente
de cargas, é também gerado um potencial elétrico transmembranar, conhecido como potencial
de membrana mitocondrial (Aym) (Perry et al., 2011; Solaini et al., 2007). Tanto o ApH quanto
o Aym definem a forca proton-motriz (Ap), a forca que impulsiona os prétons de volta para a
matriz para serem utilizados na sintese de ATP, no transporte de metabdlitos e na homeostase
de ions. (Alberts et al., 2017; Cottet-Rousselle et al., 2011).

A forca préton-motriz pode ser calculada usando a equagdo de Nernst (Ap = Aym —
2.3 (RT/F) ApH). Geralmente, Ap = 180 mV em células saudaveis, assumindo para isso Aym
=150 mV, ApH=-0,5U e T = 37°C (Alberts et al., 2017; Cottet-Rousselle et al., 2011; Perry
etal., 2011).

As mitocondrias também sdo a principal fonte de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs), subprodutos do processo da ETC. E conhecido que, em certas condigbes fisioldgicas,
as EROs desempenham importantes papéis regulatérios, como na proliferacédo e diferenciacdo
celular(Figueira et al., 2013; Mittler, 2017). O superdxido (O2-—) é a ERO mais comum gerado
nas células (Zorov et al., 2014) Além disso, sabe-se que o superdxido pode dar origem ao
perdxido de hidrogénio (H202) e ao radical hidroxila (-HO), que também sdo EROs.(Bouchez
& Devin, 2019; Zorov et al., 2014).

Apesar dos papéis regulatorios e fisiologicos das EROs, elas também podem danificar
as células de vérias maneiras (Larosa & Remacle, 2018). O radical hidroxila (-HO), por exemplo,
¢ altamente reativo e é responsavel por danificar proteinas, DNA e lipidios, levando a morte
celular (Cheung & Vousden, 2022; Zorov et al., 2014). No entanto, as mitocondrias possuem seus
proprios mecanismos antioxidantes para controlar a producdo de EROs. O superoxido (O2:—)
pode ser convertido em peroxido de hidrogénio (H202) por superéxido dismutases (SODs), e
0 H202, por sua vez, pode ser convertido em agua por meio da acdo da catalase (CAT),
peroxirredoxinas (PRDXSs) e glutationa peroxidases (GPXSs) (Cheung & Vousden, 2022).

A superproducéo de EROs é controlada por esses mecanismos e pode beneficiar alguns
processos celulares, como mencionado anteriormente. A superproducéo (estresse) que beneficia
as células é conhecida como eustresse oxidativo (Jaganjac et al., 2022; Mailloux, 2020). Por
outro lado, o desequilibrio entre pro-oxidantes e antioxidantes, ou um desequilibrio no estado
redox quando os mecanismos antioxidantes falnam e a superproducédo de EROs danifica as

células, é chamado de estresse oxidativo, o qual pode estar relacionado a osteoporose,
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aterosclerose, Alzheimer e envelhecimento (Cabello-Verrugio et al., 2017; Z. Chen & Zhong, 2014;
Kattoor et al., 2017; Kimball et al., 2021) No cancer, devido as suas altas taxas metabolicas,
também ocorre um alto nivel de estresse oxidativo que esta relacionado a iniciacdo, promogéo
e progressao de tumores (Gorrini et al., 2013; Klaunig, 2019).

Uma das caracteristicas mais notaveis da curcumina reside em sua proeminente
atividade antioxidante, que tem sido objeto de investigacdo cientifica abrangente. A capacidade
antioxidante da curcumina esta intrinsecamente relacionada a sua habilidade de neutralizar
EROs por meio da doacgéo de hidrogénio radicalar. Além disso, ela demonstra a capacidade de
estimular as enzimas antioxidantes enddgenas do organismo, tais como a superoxido dismutase
(SOD) e a glutationa peroxidase, amplificando, assim, o sistema de defesa antioxidante do
corpo.

As EROs podem acelerar o processo de envelhecimento ao induzir estresse oxidativo
nas células. Por meio da neutralizacdo dessas espécies reativas, a curcumina contribui para
salvaguardar as células contra os danos associados ao envelhecimento. Consequentemente, a
curcumina € amplamente consumida com a intencdo de combater os efeitos do envelhecimento,
devido as suas notaveis propriedades antioxidantes.

Moléculas sintéticas analogas a curcumina também sdo submetidas a testes de suas
atividades antioxidantes (Abrahams et al., 2019; H. Zhou et al., 2021). As modifica¢des na
estrutura molecular visam potencializar a eficicia da acdo antioxidante, ao mesmo tempo em
que contribuem para um aprofundamento no entendimento do mecanismo subjacente a essa

atividade.
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2 HIPOTESE

Acredita-se que 0os compostos analogos a curcumina exibam uma atividade aprimorada no
contexto do cancer de mama, mediante a supressdo da viabilidade celular, a inducdo de
apoptose, a inibicdo da migracéo celular e a modulagéo da expressao de genes envolvidos nos

processos de tumorigénese.

3 JUSTIFICATIVA

Dado que o cancer representa uma das mais prementes questdes de saude globais, a
busca por tratamentos cada vez mais eficazes e menos agressivos é imperativa. Nesse contexto,
diversos compostos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de servirem como modalidades
terapéuticas.

Entre esses compostos, 0os analogos de origem natural merecem destaque, pois sdo
concebidos com a finalidade de potencializar os efeitos e a biodisponibilidade dos compostos
naturais correspondentes. Além disso, ha a crenca de que esses analogos podem atenuar 0s
efeitos colaterais das drogas antitumorais, tornando-se opgOes terapéuticas menos agressivas
em comparacao as utilizadas atualmente.

A curcumina, o principal composto natural encontrado na circuma, que ¢ amplamente
empregada como condimento, também é reconhecida popularmente por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e diuréticas, entre outras. Dentre essas propriedades, destaca-
se o efeito antitumoral, objeto de estudos em diversos grupos de pesquisa, que tém revelado
resultados promissores. No entanto, apesar dos beneficios, a curcumina enfrenta desafios
relacionados ao seu metabolismo hepéatico de primeira passagem, rapida clivagem em
moléculas menos bioativas e potencial modificacdo em sua estrutura quimica dependendo do
pH. Isso a torna uma molécula caracterizada por baixa biodisponibilidade. Diante dessas
limitacOes, os compostos andlogos emergem como uma resposta as necessidades e hipoteses

para aprimorar moléculas bioativas, como a curcumina.
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4 OBJETIVOS

41  OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anticancer de compostos analogos a curcumina em linhagens de

cancer de mama responsiva e ndo responsiva a hormonios (MCF-7 e BT-20 respectivamente).

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade celular de linhagens tumorais de cancer frente ao tratamento com
compostos analogos a curcumina;

e Selecionar um composto com maior capacidade de citotoxica das linhagens tumorais;

e Avaliar o efeito antimigratério causado pelo composto selecionado em linhagens
tumorais;

e Avaliar o efeito de indugdo de apoptose causado pelo composto selecionado em
linhagens tumorais;

e Auvaliar o transcriptoma das duas linhagens tumorais ap6s tratamento com o composto
selecionado;

e Validar os dados de transcriptoma por RT-qPCR

e Avaliar a atividade antioxidante do composto mais efetivo na University of
Saskatchewan do Canada.



5 MATERIAL E METODOS

51  ANALOGOS A CURCUMINA

23

Foram testados 18 compostos analogos a curcumina (cetonas alfa beta insaturadas

conjugadas) cedidos pelo prof. Jonathan Dimmock da University of Saskatchewan do Canada.

Tabela 2: Compostos andlogos a curcumina
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52  CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas as linhagens celulares de cancer de mama BT-20 (Triplo negativo,
ER",PR",HER2)e MCF-7 (Luminal A, ER*,PR", HER2"). Além dessas, ainda foi utilizada a
linhagem néo tumoral de queratindcito HaCat. Os cultivos das linhagens foram conduzidos no
laboratério de cultura de células da Unidade de Biotecnologia, sob a supervisao da Professora
Doutora Ana Lucia Fachin Saltoratto.

Inicialmente as linhagens, que sd@o mantidas em nitrogénio liquido em um meio
contendo 900 uL de soro fetal bovino (SFB) ¢ 100 uL de DMSO (utilizado como crio
preservador), foram descongeladas. Para isso, a suspensao de células do estoque € centrifugada
para que haja a precipitacdo das células para retirada do meio contendo DMSO (citotoxico para
células).

As linhagens foram mantidas em meio de cultura RPMI (RPMI-1640, Sigma-Aldrich
Cat. R6504), tamponado com HEPES e bicarbonato de sédio, suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab), incluindo a combinacdo dos antibioticos penicilina e estreptomicina
(100 LU./mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina), Canamicina (50 pg/ml),
ciprofloxacino (1 pg/ml) e anfotericina (1 pg/ml) e incubadas a 37°C em uma atmosfera
contendo 5% de didxido de carbono (CO2).

Para realizacdo dos ensaios, as linhagens foram cultivadas até no minimo a terceira
passagem e no maximo sexta passagem. Para o processo de passagem, inicialmente foi retirado
todo meio da garrafa e essa foi lavada com solucdo de sais de Hank. Apos a lavagem, foi
inserida solucdo de tripsina-EDTA (0,25% em solucdo de Hank) nas garrafas, que foram
mantidas incubadas a 37°C até que as cé€lulas se desprendessem do fundo da garrafa. A
suspensdo resultante foi centrifugada por 5 minutos a uma velocidade de 894 G, e o pellet
resultante foi suspendido em meio de cultura e distribuido nas garrafas previamente preparadas

para o cultivo celular.

5.3  ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Os ensaios de viabilidade celular foram conduzidos utilizando a técnica colorimétrica

da reducdo do sal MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil tetrazolium brometo) em cristais de



26

formazan, com o propdsito de triar e selecionar o composto com o mais eficaz efeito inibitdrio,

que posteriormente foi empregado em ensaios adicionais (Komoto et al., 2023).

As linhagens celulares foram subcultivadas em placas de cultura de 96 pocos, com
densidades de 1x10° células/mL ou 2x10* célula/poco. s placas foram incubadas em uma estufa
a 37° C com 5% de CO2 por um periodo de 24 horas para permitir a aderéncia celular. Apos
esse periodo, 0 meio de cultura foi removido e substituido por meio fresco contendo os analogos
para tratamento, sendo que um controle positivo foi estabelecido com o quimioterapico
comercial doxorrubicina (doxorubicin hydrochloride. Sigma-Aldrich Cat. D1515), e 0o DMSO
(Dimethyl sulfoxide. Sigma-Aldrich Cat. D4540) foi usado como controle de solvente.

Apds o tratamento, 0 meio contendo os analogos foi removido, seguido da adi¢éo de
meio fresco e 20 pL do sal MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide. Sigma-Aldrich Cat.
M2128) em uma concentracdo de 5 mg/mL, em solucéo de sais balanceada de Hank. As placas
foram entdo reincubadas na estufa por 3 horas e, subsequentemente, centrifugadas a 3220 G
para sedimentacdo dos cristais de formazan. O sobrenadante foi descartado, e os cristais
precipitados foram solubilizados em 150ul. de DMSO, seguido de incubagdo a 37 ° C por 1
hora para completa dissolucéo dos cristais. A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada
através da medicdo da absorbancia das placas utilizando um leitor de microplacas (Thermo
Scientific™ Multiskan™ FC Microplate Photometer) com comprimento de onda de 550 nm.

Para o calculo dos valores de 1Cso, uma série de diluicdes foi realizada a partir da
concentracéo inicial de 20uM, onde a concentragéo foi reduzida pela metade em cada etapa
subsequente (20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 uM). Isso permitiu a construcdo de curvas com
tendéncias logaritmicas, das quais equacdes foram derivadas. Essas equacdes, por sua vez,
foram utilizadas como ferramentas fundamentais para o calculo do valor de ICsp para cada

linhagem celular.

5.4  ENSAIOS DE MIGRACAO CELULAR

Os ensaios de migracgéo celular foram conduzidos empregando duas técnicas distintas:
a técnica de cicatrizacdo de ferida, também conhecida como wound healing ou scratch assay,
e a técnica utilizando a camara Transwell (Justus et al., 2023; Martinotti & Ranzato, 2020)

garantindo uma confluéncia celular superior a 90%. As placas foram incubadas em

uma estufa a 37 °C, com uma atmosfera contendo 5% de CO2, por um periodo de 24 horas,
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permitindo a aderéncia completa das células a superficie do pogo. Apos esse periodo, uma ferida
na monocamada de células foi criada, consistindo na remocao das células em uma linha reta,
utilizando uma ponteira de micropipeta com capacidade de 1000 uL. Em seguida, o meio de
cultura foi substituido por meio fresco contendo o analogo de curcumina a 0,75 uM para
tratamento, com um periodo de incubacdo de 24 horas. Imagens foram adquiridas nos tempos
T=0heT =24 h para posterior comparagdo da cicatrizagdo, utilizando para isso o software
Image J (C. A. Schneider et al., 2012).

O Transwell consiste em uma camara contendo uma membrana semipermeavel, sobre
a qual sdo cultivadas as linhagens celulares permitindo observar se ha a migragdo de células
através da membrana. Para isso 1mL de uma suspensdo de células da linhagem BT-20, a uma
concentracdo de 3x10° célula/mL em meio de cultura sem soro fetal bovino, foi adicionado as
camaras Transwell de 24 mm (Corning® 24 mm Transwell® with 8.0 um Pore Polycarbonate
Membrane Insert, Sterile Cat.3428). As camaras foram posicionadas em pogos que continham
meio fresco acrescido de 10% de soro fetal bovino, utilizado como um quimioatrativo,
juntamente com o composto a ser testado quanto ao seu potencial efeito antimigratorio
(NC2603 e curcumina a 0,75 uM). Apos 24 horas de incubacédo, procedeu-se a contagem das
células, seguindo o protocolo do fabricante (Corning Incorporated, 2009).

Para a captura de imagens representativas, as células foram coradas com Giemsa. O
processo foi iniciado com a lavagem das camaras utilizando uma solucdo de Hank, repetindo-
se esse procedimento antes de cada etapa subsequente para remover 0 excesso de reagentes
utilizados. Posteriormente, as camaras foram colocadas em po¢os contendo 2 mL de solucéo de
formol a 3,7% (em solucdo de Hank), na qual também foi adicionado 1 mL dentro das camaras,
permitindo um periodo de repouso de 2 minutos para fixacdo das células. Apos a lavagem, as
camaras foram transferidas para pocos contendo 2 mL de metanol 100%, no qual também foi
adicionado 1 mL dentro das camaras, deixando-as em repouso por 20 minutos. Para a coloracédo
das células, as camaras foram entdo colocadas em pocos contendo 2 mL de corante Giemsa,
com a adicdo de 1 mL dentro das cAmaras, € permaneceram em repouso por 15 minutos. As
células que ndo migraram (retidas na parte interna da camara) foram removidas utilizando
swabs, deixando apenas as células que migraram através da membrana para a parte externa. As

imagens foram capturadas utilizando microscopia optica.
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5.5 ENSAIOS DE APOPTOSE

5.5.1 Citometria de fluxo

O ensaio de apoptose foi conduzido por meio da técnica de citometria de fluxo,
empregando Annexina V-FITC como marcador.

Inicialmente, as células da linhagem BT-20 foram subcultivadas a uma concentracdo
de 2x10° célula/mL em garrafas de cultura celular de 25 cm? contendo 5 mL da suspenséo
celular. Estas células foram submetidas a tratamentos com os compostos 2603 (3,5 uM) ,
curcumina (3,5 e 30 uM) e doxorrubicina (3,5 pM), durante um periodo de 24 horas. Apos esse
periodo, os sobrenadantes foram coletados em tubos de centrifuga de 15 mL. As células foram
soltas utilizando tripsina e coletadas nos respectivos tubos falcon contendo o sobrenadante, que
foram posteriormente centrifugados a 1741 G por 5 minutos a 4 °C.

Para a avaliacdo da inducdo de apoptose, utilizou-se o kit FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit | (BD Pharmigen™ Cat.556547), seguindo estritamente os procedimentos
recomendados pelo fabricante (BD, 2022). A anélise por citometria de fluxo foi conduzida na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP (FCFRP-USP, Bloco S),
utilizando o citdmetro LSR Fortessa (BD Biosciences), com a aquisi¢do e analise dos dados
realizada através do software BD FACS Diva (versao 8.0.1). Este processo foi supervisionado

pela técnica Fabiana Rossetto de Morais.

5.5.2 Quantificacdo de Caspase-3/7

Para o ensaio de quantificacdo da atividade de caspase-3/7, as células da linhagem BT-
20 foram subcultivadas em placas de 96 pogos com fundo branco (96 Well White/Clear Bottom
Plate, TC Surface, Thermo Fisher, Cat. 165306), com cada pogo contendo 200 pL de uma
suspensdo de células a uma concentragédo de 1x10° cél/mL (2x10* cél/pogo). Apds o periodo de
aderéncia das células de 24 horas, essas receberam tratamentos com os compostos 2603 e
doxorrubicina a 3,5 uM utilizando como controle o solvente organico DMSO. As células foram

incubadas novamente por 24 horas.
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A avaliagéo da atividade das caspases-3/7 foi conduzida utilizando o kit Caspase-Glo®
3/7 Assay (Promega, Cat. G8090), seguindo rigorosamente os protocolos recomendados pelo
fabricante (PROMEGA, 2018). As placas foram lidas em uma leitora de microplacas GloMax®
Explorer (Promega, Cat. 3510).

56  CICLO CELULAR

O ensaio de ciclo celular foi conduzido por meio da técnica de citometria de fluxo,
empregando iodeto de propidio como marcador.

Inicialmente, as células da linhagem MCF-7 foram subcultivadas a uma concentracdo
de 2x10° célula/mL em garrafas de cultura celular de 25 cm? contendo 5 mL da suspens&o
celular. Estas células foram submetidas a tratamentos com os compostos 2603 (3,5 uM) e o
controle de solvente DMSO (<0,01%), durante um periodo de 24 horas. Apos esse periodo, 0s
sobrenadantes foram coletados em tubos de centrifuga de 15 ml. As células foram soltas
utilizando tripsina e coletadas nos respectivos tubos contendo o sobrenadante, que foram
posteriormente centrifugados a 1741 G por 5 minutos a 4 °C.

Para a avaliagdo do ciclo celular, utilizou-se o kit BD Cycletest™ Plus (BD
Pharmigen™ Cat.340242), seguindo estritamente os procedimentos recomendados pelo
fabricante (BD, 2015). A analise por citometria de fluxo foi conduzida na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP (FCFRP-USP, Bloco S), utilizando o citbmetro LSR
Fortessa (BD Biosciences), com a aquisicao e analise dos dados realizada através do software
BD FACS Diva (versdo 8.0.1). Este processo foi supervisionado pela técnica Fabiana Rossetto
de Morais.

57 SEQUENCIAMENTO
5.7.1 Tratamento

Triplicatas independentes foram conduzidas para as linhagens BT-20 e MCF-7 para
avaliar os trasncriptomas dessas em resposta ao tratamento com o analogo de curcumina (2603).

as células foram cultivadas em frascos de cultura celular de 25 cm?, cada um contendo

5 mL de suspensdo de células a uma densidade de 2x10° cél/mL, em meio RPMI suplementado
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com 10% de SFB. Apo6s o periodo de aderéncia das células, as linhagens foram tratadas com o
composto 2603, utilizando a concentracdo previamente determinada como IC50 para cada
linhagem (3,5 UM para BT-20 e 5,6 uM para MCF-7) . O grupo de controle foi tratado apenas
com o solvente organico DMSO. Apo6s 24 horas de tratamento, sob condi¢des de estufa a 37 °C
e uma atmosfera contendo 5% de CO2, as células foram submetidas ao processo de extragdo de
RNA.

5.7.2 Extracdo de RNA

Para extrair o RNA das células tratadas com o analogo 2603 e DMSO, as células foram
desprendidas utilizando solucdo de tripsina e posteriormente centrifugadas para precipitar. As
células foram submetidas ao processo de extracdo de RNA por coluna de silica, empregando o
kit RNeasy® Mini Kit (QIAGEN, Cat. 74104), seguindo estritamente as diretrizes
recomendadas pelo fabricante, conforme descrito no protocolo disponivel em (QIAGEN, 2019).

5.7.3 Biblioteca de cDNA

Para conduzir a técnica de sequenciamento, foi essencial realizar a reacdo de
transcriptase reversa, a fim de obter o cDNA de cada amostra. Para isso, todas as amostras
foram padronizadas para uma concentracdo de 0,1 pug/uL de RNA e empregou-se o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems™ Cat. 4368814), aderindo
estritamente as orientacdes estabelecidas pelo fabricante. O protocolo detalhado esté disponivel
em (Thermo Fisher Scientific, 2018)).

5.7.4 Qualidade e integridade das amostras

A integridade das amostras de RNA e a presenca de DNA, foram avaliadas por meio
de eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando tampdo TBE 1x, e sua quantificacdo foi
realizada utilizando um nanofotdmetro P 360 (Implen).

A qualidade das bibliotecas de cDNA foi posteriormente analisada pela Dra. Kamila
Chagas Peronni Zueli no Instituto de Pesquisa do Cancer (IPEC) em Guarapuava-PR, utilizando

o0 sistema TapeStation da Agilent.
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5.7.5 RNA-seq

As amostras foram submetidas a um processo de sequenciamento de nova geracao
(NGS - Next Generation Sequencing) conduzido pela Dra. Kamila Chagas Peronni Zueli no
Instituto de Pesquisa do Cancer (IPEC) em Guarapuava-PR. Para a realizacdo deste
sequenciamento, foi empregado o sistema NovaSeq 6000 da Illumina, juntamente com os Kits
[llumina Stranded mRNA Prep (Cat. 20040532), IDT® for Illumina® RNA UD Indexes Set A
(Cat. 20040553), e NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (Cat. 20040326).

5.7.6 Andlise de dados

A anélise e o processamento dos dados brutos gerados no processo de sequenciamento
foram conduzidos pela bioinformata Dra. Adriane Feijo Evangelista, no Hospital de Cancer de
Barretos.

Os dados do sequenciamento foram submetidos ao controle de qualidade utilizando a
ferramenta FastQC versdo 0.11.9 (Andrews, 2010), a qual realiza uma série de analises para
avaliar a qualidade dos dados gerados durante o processo de sequenciamento. Essa analise
identifica potenciais erros e vieses que devem ser corrigidos antes das etapas subsequentes.

O proximo passo envolveu a trimagem, que consiste na remocao das bases de baixa
qualidade. Essa etapa foi realizada com o auxilio da ferramenta Trim Galore versdo 0.6.7
(Krueger et al.,, 2021), que combina duas outras ferramentas, o FastQC (mencionado
anteriormente) e o Cutadapt (Martin, 2011). O Cutadapt é responsavel por realizar a trimagem
de sequéncias indesejadas, como adaptadores, caudas poli-A e regides de baixa qualidade. O
parametro de corte (cutoff) utilizado foi Q > 30, o que significa que todas as sequéncias com
valores de qualidade inferiores a 30 foram removidas.

Apds a trimagem, os dados estdo prontos para serem alinhados. Nessa etapa, 0S
fragmentos de sequéncia (reads) sdo mapeados em relacdo a um genoma de referéncia e
quantificados para determinar os niveis de expressao dos transcritos. O genoma de referéncia
utilizado foi 0 hg19 (GRCh37) (Church et al., 2011). H4 uma versdo mais atualizada (GRCh38)
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(V. A. Schneider et al., 2016), porém a maioria dos bancos de dados contém informacdes
obtidas utilizando a verséo 37.

O alinhamento das sequéncias foi conduzido utilizando a ferramenta Spliced
Transcripts Alignment to a Reference (STAR) (Dobin, et al., 2013) na versdo 2.7.9a. O STAR
é amplamente empregado para alinhamento devido a sua excelente precisdo e velocidade,
embora demande um alto consumo de memdria. Sua eficcia € atribuida a dois processos
essenciais: a busca por "seeds" (segmentos de sequéncia) e 0 agrupamento, costura e pontuagdo
das sequéncias. Esses processos desempenham um papel crucial na deteccdo de "splicing”
(inclusdo de introns), desvios (bases que ndo correspondem ao genoma de referéncia) e na
identificacdo de adaptadores, caudas poli-A e sequéncias de baixa qualidade que podem néo ter
sido removidas durante o processo de trimagem.

O resultado do alinhamento gera arquivos no formato SAM (Sequence Alignment
Map), que sdo arquivos de texto capazes de conter sequéncias de nucleotideos extensas
(frequentemente dezenas de gigabytes) apds o alinhamento. Esses arquivos sdo posteriormente
analisados e manipulados por meio da ferramenta SAMtools (Danecek, et al., 2021), utilizada
nesta pesquisa na versao 1.14. O SAMtools € frequentemente empregado para converter
arquivos SAM em formato BAM (Binary Alignment Map), que contém as mesmas informagoes
dos arquivos SAM, mas em uma representacao binaria, compactada e indexada, facilitando a
visualizacdo e o manuseio dos dados. Os indices gerados a partir do arquivo BAM sdo
armazenados em arquivos adicionais com extensdo BAL.

Para a visualizacdo dos dados, foi adotada a interface grafica IGB (Integrative Genome
Browser) (Robinson et al., 2003), uma ferramenta de codigo aberto amplamente reconhecida e
utilizada para visualizagdo de genomas, alinhamentos e arrays.

Com o arquivo BAM gerado, o proximo passo consistiu na quantificacdo dos
transcritos, realizada por meio da ferramenta Salmon (Patro et al., 2017) na versdo 1.5.2. O
Salmon é uma ferramenta de quantificacdo rapida e precisa que permite a estimativa dos niveis
de expressdo dos transcritos com base nos dados brutos (quasi-mapping-based) ou nos dados ja
alinhados (alignment-based).

Apo6s a quantificacdo dos transcritos, os dados foram submetidos a uma anélise
estatistica conhecida como anélise de expressao diferencial. Esta analise envolve a comparagéo
dos niveis de expressdo dos genes nas amostras tratadas em relagdo as amostras de controle

(ndo tratadas). Essa avaliacdo foi conduzida por meio de pacotes estatisticos disponiveis no
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ambiente e linguagem de programacédo R, amplamente utilizados em analises de bioestatistica
e na geracao de gréficos. Dois desses pacotes, nomeadamente o DESeq?2 (Love, Huber, Anders,
2014) e o EdgeR (Robinson; McCarthy; Smyth; 2009), fazem parte do Bioconductor, um
software especializado em anélise de dados bioldgicos.

Esses pacotes adotam um modelo estatistico baseado na distribuicdo binomial
negativa, que descreve a probabilidade de uma série de sucessos ocorrer antes de um nimero
determinado de falhas. Esse modelo é aplicado para identificar quais genes apresentam
diferencas significativas em sua expressdo entre as amostras tratadas e as de controle,
contribuindo assim para a identificacdo de genes candidatos com regulacdo alterada em resposta

ao tratamento.

58  VALIDACAO POR RT-gPCR

Os dados provenientes do ensaio de sequenciamento foram validados por meio da
técnica RT-qPCR. Para garantir a consisténcia da validacdo da técnica, foram aplicados os
mesmos procedimentos de preparacdo de amostras, extracdo de RNA e transcricdo reversa,
conforme especificados nos itens 5.7.1, 5.7.2 e 5.7.3, respectivamente, que foram utilizados no
processo de sequenciamento. Neste contexto, este documento se concentrara na descri¢do do
protocolo empregado nas reacdes de RT-qPCR.

Os genes para validacdo foram selecionados com base nas vias as quais esses
pertencem, e que podem explicar alguns resultados obtidos em outros ensaios.

Inicialmente, os primers correspondentes aos genes selecionados para validagao foram
adquiridos (conforme detalhado na Tabela 3). As sequéncias dos primers foram obtidas na
literatura cientifica e posteriormente verificadas utilizando o banco de dados Emsembl (Martin
etal., 2023). Todos os primers foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA)
para assegurar a qualidade dos reagentes utilizados no experimento .

Os primers, inicialmente recebidos na forma liofilizada, foram armazenados a uma
concentragdo de 100 uM. A partir dessa concentragdo, foi conduzida uma dilui¢do para preparar
a solucdo de trabalho, obtendo-se uma concentragao de 10 uM.

Foram realizadas curvas de dissociacdo para avaliar a qualidade dos primers. Alem

disso, 0s primers passaram por um processo de padronizagédo para determinar a concentragao
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ideal de cada um deles. Para este proposito, foram realizados ensaios de RT-qPCR, nos quais
os primers foram testados em trés diferentes concentracfes: 100, 300 e 600 nM. As reacoes
foram executadas utilizando o kit SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™ (Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, EUA), seguindo rigorosamente as instrucdes fornecidas pelo fabricante.
O protocolo detalhado esta disponivel em (SIGMA-ALDRICH, n.d.).

Ap0s a padronizacgdo das concentragdes dos primers, foram conduzidos ensaios de RT-
gPCR para validar as amostras de controle (C1, C2, C3) e tratamento (T1, T2, T3) de cada
linhagem celular. Para a linhagem BT-20, foram empregados os primers EGR3, ATF3, EMP1,
SOCS3, ZFP36, GADD45B e GAPDH. Ja para a linhagem MCF-7, foram utilizados os primers
GADD45A, CCNB1, CDKN1A, CCNA2, CCNE2, CCND1, CCND2, CDK2, CDK1, CDK4,
CDKG®6, PCNA e ESRL1. Esses ensaios foram conduzidos utilizando o mesmo kit utilizado na
padronizacéo, seguindo o mesmo protocolo. Trés experimentos independentes foram realizados
para cada primer.

Tabela 3 A tabela contém as sequencias dos primers utilizados na validacéo de dados por RT-
qPCR.

Gene Primer
Forward 5'-3' Reverse 5'-3'

GADD45A TGCGAGAACGACATCAACAT TCCCGGCAAAAACAAATAAG
CCNB1 AATAAGGCGAAGATCAACATGGC TTTGTTACCAATGTCCCCAAGAG
CDKN1A  GACACCACTGGAGGGTGACT CAGGTCCACATGGTCTTCCT
CCNA2 CACTCTACACAGTCACGGGA AGTGTCTCTGGTGGGTTGAG
CCNE2 CTTACGTCACTGATGGTGCTTGC CTTGGAGAAAGAGATTTAGCCAGG
CCND1 TCTACACCGACAACTCCATCCG TCTGGCATTTTGGAGAGGAAGTG
CCND2 GTTCCTGGCCTCCAAACTCA CTTGATGGAGTTGTCGGTGTAAAT
CDK2 ATGGATGCCTCTGCTCTCACTG CCCGATGAGAATGGCAGAAAGC
CDK1 TTTTCAGAGCTTTGGGCACT CCATTTTGCCAGAAATTCGT
CDK4 CCATCAGCACAGTTCGTGAGGT TCAGTTCGGGATGTGGCACAGA
CDK®6 GGATAAAGTTCCAGAGCCTGGAG GCGATGCACTACTCGGTGTGAA
PCNA ATTAAACGGTTGCAGGCGTAG ACATCTGCAGACATACTGAGTG
ESR1 GCTTACTGACCAACCTGGCAGA GGATCTCTAGCCAGGCACATTC
EGR3 GACATCGGTCTGACCAACGAG GGCGAACTTTCCCAAGTAGGT
ATF3 GTTTGAGGATTTTGCTAACCTGAC AGCTGCAATCTTATTTCTTTCTCGT
EMP1 GCCAATGTCTGGTTGGTTTCC GAGGGCATCTTCACTGGCATA
SOCS3 GACCAGCGCCACTTCTTCA CTGGATGCGCAGGTTCTTG
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Primer
Gene

Forward 5'-3' Reverse 5'-3"
ZFP36 GACTGAGCTATGTCGGACCTT GAGTTCCGTCTTGTATTTGGGG
GADD45B ATTGCAACATGACGCTGGAAGAGC GGATGAGCGTGAAGTGGATT

5.9  ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A seguir, serdo expostas as metodologias desenvolvidas durante o periodo de
mobilidade no &mbito do Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior da Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (PDSE-CAPES). A estadia transcorreu sob a
orientacdo do Professor Doutor Brian Bandy, pertencente ao Departamento de Farmécia e

Nutri¢do da Universidade de Saskatchewan, situada em Saskatoon, Canada.

5.9.1 Cultivo celular

Durante o periodo, empregou-se a linhagem celular de adenocarcinoma colorretal
Caco-2. Essa linhagem foi cultivada em meio de cultura DMEM (DMEM 1X, referéncia Gibco
11885-084), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Sigma Aldrich) e contendo a
combinacdo dos antibidticos penicilina e estreptomicina (100 I.U./mL penicilina e 100 ug/mL
de estreptomicina), sendo incubada a uma temperatura de 37°C, sob uma atmosfera contendo
5% de dioxido de carbono (CO2).

Exceto pelo ensaio que empregou JC-1, todos 0s demais experimentos seguiram um
protocolo padronizado de subcultivo e tratamento conforme descrito a seguir. A linhagem
celular foi subcultivada em placas de cultura de 96 pocos, com densidades de 1x10° células/mL
ou 2x104 células por pogo. As placas foram entdo incubadas em uma estufa a 37°C, com uma
atmosfera contendo 5% de CO2, por um periodo de 24 horas para possibilitar a aderéncia das
células. Apds esse intervalo, 0 meio de cultura foi removido e substituido por meio fresco
contendo o analogo NC2603 para fins de tratamento, sendo que 0 DMSO (Dimetilsulféxido,
Sigma-Aldrich, Cat. D4540) foi utilizado como controle de solvente.
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5.9.2 Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular foram conduzidos empregando a técnica de coloragédo
com sulforodamina B (SRB) (Sigma, Catalogo S1402-1G). Apds o tratamento com o analogo
NC2603 nas concentracOes de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39 puM, sem remover 0
meio de cultura, foram adicionados 100 pL de acido tricloroacético a 10% gelado, de maneira
cuidadosa. As placas foram entdo incubadas a 4 °C por um periodo de 1 hora. Apos este
intervalo, as placas foram submetidas a quatro lavagens com agua e deixadas para secar a
temperatura ambiente.

Para a coloracdo, 100 pL. de SRB a 0,057% (peso/volume) foram adicionados e
mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as placas foram submetidas a
quatro lavagens com acido acético a 1% para remover 0 excesso de corante ndo ligado as
proteinas de adesdo. As placas foram novamente deixadas para secar a temperatura ambiente.

Para a leitura das placas, 200 puL de Trisbase 10 mM a pH=10,5 foram adicionados
para solubilizar o corante. As placas foram agitadas em um shaker por 5 minutos e,
posteriormente, submetidas a leitura, que foi realizada em uma leitora de placas Biotek Plate
Reader Synergy, com um comprimento de onda de 510 nm.

Para calcular os valores de ICsg, uma série de diluigdes foi realizada a partir de uma
concentracéo inicial de 50 uM, com reducédo pela metade em cada etapa subsequente (50, 25,
12,5, 6,25, 3,13, 1,56, 0,78, 0,39 uM). Isso permitiu a construcdo de curvas com tendéncias
logaritmicas, das quais equac6es foram derivadas. Essas equacdes, por sua vez, foram utilizadas

como ferramentas fundamentais para o calculo do valor de 1C50.

5.9.3 Avaliacdo de espécies reativas de oxigénio

Para avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio de maneira geral, empregou-
se 0 reagente dicloro-dihidro-fluoresceina diacetato (DCFH-DA). Antes da coloracdo das
células, foi conduzido um tratamento com Antimicina A a 50 uM para indugéo da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, com o intuito de estabelecer um controle positivo. O tratamento
foi realizado utilizando o analogo NC2603 em sua concentracao de IC50 (4 M) e metade dessa
concentracdo (2 pM), além da curcumina a 4 UM, ao longo de um periodo de 30 minutos.

Subsequentemente, a placa foi lavada com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) para
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eliminacdo de impurezas, e 200 pL de uma solucdo de DCFH-DA a 10 uM foram adicionados.
A placa foi entdo incubada em uma estufa a 37 °C, mantida na auséncia de luz, durante 1 hora.

As placas foram submetidas a leitura utilizando uma leitora de placas Biotek Plate
Reader Synergy, com comprimentos de onda de excitacdo de 485/20 nm e de emisséo de 530/25

nm.

5.9.4 Avaliacdo de superoxido

Foram conduzidos ensaios especificos para avaliar a producdo de superoxido,
empregando o reagente MitoSOX (Invitrogen, catdlogo M36008). Novamente, com o objetivo
de estabelecer um controle positivo, procedeu-se ao tratamento com Antimicina A a 50 uM
durante 30 minutos. Foram realizados tratamentos com o andlogo NC2603 em sua concentracdo
de IC50 (4 uM) e metade dessa concentracdo (2 pM), além da curcumina a 4 uM. Apoés a
realizacdo do controle positivo, a placa foi submetida a lavagem, seguida pela adi¢cdo de 100
pL de uma solucgdo do reagente MitoSOX, na concentracdo de 5 UM. A placa foi entdo incubada
em uma estufa a 37 °C, na auséncia de luz, durante 30 minutos. A leitura das placas foi realizada
por meio de uma leitora de placas Biotek Plate Reader Synergy, com comprimentos de onda de
excitacdo de 530/25 nm e de emissdo de 590/35 nm.

5.9.5 Potencial de membrana

5.9.5.1JC-1

A primeira técnica empregada para avaliar a reducdo do potencial de membrana
mitocondrial apds o tratamento com o analogo NC2603 envolveu o uso do fluoroforo JC-1
(Abcam, catalogo 141387).

As células foram subcultivadas em placas de cultura de 96 pocos, com densidades de
1x105 células/mL ou 2x104 células por pogo. As placas foram incubadas em uma estufa a 37
°C, em uma atmosfera com 5% de dioxido de carbono (CO2), ao longo de um periodo de 24
horas para permitir a adesdo celular. Apds este periodo, 0 meio de cultura foi removido e os

pocos foram lavados com solugédo de fosfato salino tamponado com fosfato (DPBS).
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Apos a lavagem, 100 pL de JC-1 a 5 pM, em meio de cultura DMEM sem fenol
vermelho, foram adicionados aos pocos. As placas foram incubadas a 37 °C em uma estufa, na
auséncia de luz, durante 15 minutos. Posteriormente, os pogos foram novamente lavados e, em
seguida, os tratamentos com andlogo NC2603 em sua concentracao de IC50 (4 uM), curcumina
a 4 uM foram adicionados, todos em meio de cultura DMEM sem fenol vermelho. O solvente
DMSO foi utilizado como controle negativo, enquanto o Carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona (CCCP) serviu como controle positivo. O tratamento prosseguiu por 24 horas, com
a placa mantida em uma estufa a 37 °C.

As leituras das placas foram realizadas utilizando uma leitora de placas Biotek Plate
Reader Synergy. Para a fluorescéncia verde, os comprimentos de onda de excitagdo e emisséo
foram de 485/20 nm e 528/20 nm, respectivamente. Para a fluorescéncia vermelha, foram

utilizados comprimentos de onda de excitacdo de 530/20 nm e emissdo de 590/35 nm.

5.9.5.2 TMRE

A segunda metodologia empregada para avaliacdo do potencial de membrana utilizou
o0 reagente Tetrametilrodamin, Etil Ester, Perclorato (TMRE) (Sigma Aldrich, catalogo 87917-
25MGQG).

Apobs o tratamento conforme o protocolo previamente estabelecido, os pogos foram
submetidos a uma lavagem com solucdo de fosfato salino tamponado com fosfato (DPBS),
seguida da adicdo de 200 uL de solucdo de TMRE a uma concentracdo de 100 nM. As placas
foram entdo incubadas por 30 minutos em uma estufa a 37 °C. Apds o periodo de incubagéo, 0s
pocos foram novamente lavados e 100 pL de DPBS foram adicionados.

A leitura das placas foi realizada utilizando uma leitora de placas Biotek Plate Reader

Synergy, com comprimentos de onda de excitacdo de 530/20 nm e de emissdo de 590/35 nm.

5.9.6 Normalizacdo dos dados

Os valores obtidos para cada replicata em um Gnico experimento podem apresentar
variacdes. No entanto, a interpretacdo dos resultados é sempre feita em relacdo ao controle.
Para viabilizar corretamente o0s testes estatisticos, os dados foram submetidos a um processo de

normalizagé&o.
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O primeiro passo desse processo consistiu no calculo das médias dos controles para
cada evento. Posteriormente, foi determinada a raz&o entre essa média e as médias dos controles
especificos de cada evento, gerando assim um fator normalizador exclusivo para cada evento.
Esse fator, obtido para cada evento, foi entdo aplicado para multiplicar todos os valores
correspondentes a cada evento, incluindo os valores dos controles.

Além disso, os valores foram ajustados com base no nimero de células, ou seja, a
intensidade de fluorescéncia foi dividida pelo nimero de células presentes. Nos pocos que
continham 100% de células, a intensidade de fluorescéncia foi dividida pelo nimero total de
células. Em contraste, nos pocos sujeitos a tratamento com a concentracdo de IC50, a
intensidade de fluorescéncia foi dividida pela metade do numero de células inicialmente

cultivadas.

5.9.7 Obtencéo de imagens

Em todos os ensaios envolvendo fluorescéncia, as imagens foram adquiridas por meio
de microscopia de fluorescéncia utilizando um microscépio invertido Olympus 1X71. Para a
captura das imagens, foi empregada uma camera Qimaging QICAM Fast1394, controlada pelo
software Image-Pro Discovery. Algumas imagens também foram realizadas utilizando o

equipamento ZOE Fluorescent Cell Imager (BIO-RAD).

5.10 TESTES ESTATISTICOS

Para obtencdo dos dados estatisticos de cada experimento, foram utilizados os testes
ANOVA unidirecional e multidirecional, seguido pelos testes de comparacdes multiplas de
Tukey e Bonferroni respectivamente. Dois testes de correlagdo foram utilizados para avaliar a
relagdo entre os dois conjuntos de dados (RNAseq e RT-gPCR): um teste paramétrico

(correlacdo de Pearson) e um teste ndo paramétrico (correlacdo de Spearman).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 POTENCIAL CITOTOXICO DO ANALOGO NC2603 EM  BAIXAS
CONCENTRACOES

Na busca por novos compostos com atividades antitumorais, um dos efeitos mais
desejados € a manifestacdo de citotoxicidade. Este fendmeno é avaliado com base nos
parametros estipulados pelos Critérios de Avaliacdo de Resposta para Tumores Solidos
(RECIST - Response Evaluation Criteria for Solid Tumors). O RECIST representa um
protocolo normatizado amplamente empregado para a avaliagéo dos resultados de tratamentos
em tumores solidos, conferindo primordial énfase a reducao do volume tumoral como indicador
preeminente (R. L. Anderson et al., 2019; Ko et al., 2021). Sendo assim, independentemente
das vias ou modos de a¢do empregados pelas moléculas investigadas, é imprescindivel que tais
agentes se revelem capazes de inviabilizar a sobrevivéncia das células neoplasicas, inibindo,
assim, o crescimento tumoral e induzindo sua regressao.

Os ensaios de viabilidade celular foram conduzidos empregando a técnica da reducgéo
do sal MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio brometo). A utilizacdo deste
composto é respaldada pela sua carga positiva, o que Ihe confere a capacidade de penetrar tanto
membranas celulares intactas quanto membranas internas das mitocondrias. Em virtude da
atividade metabdlica intracelular, o MTT sofre uma transformacéo quimica, sendo reduzido a
uma molécula violeta insoltvel em dgua denominada formazan (Berridge et al., 2005).

A metodologia do ensaio de MTT (como é conhecido na literatura cientifica), foi
primeiramente descrita por Mosmann em 1983 (Mosmann, 1983). Atualmente, os cristais de
formazan gerados durante o ensaio sdo solubilizados por meio do solvente orgéanico
Dimetilsulfoxido (DMSO). A solucéo resultante, com coloracgéo violeta, é entdo submetida a
mensuracao da densidade 6ptica (OD, Optical Density) por meio de espectrofotometria em uma
leitora de microplacas.

Portanto, essa abordagem se configura como uma técnica colorimétrica qualitativa e
guantitativa amplamente empregada, notavel por sua acessibilidade econémica. Ela é
comumente utilizada para avaliar a atividade metabdlica, a funcdo mitocondrial, a viabilidade
celular e a citotoxicidade de moléculas em estudos biolégicos e farmacolégicos. Entretanto, €

importante mencionar que ha controversias quanto a interpretacdo dos resultados, uma vez que
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alguns estudos demonstram que a producdo de formazan pode ser influenciada por diversos
fatores além da atividade metabdlica, o que sugere a necessidade de realizar ensaios
complementares para respaldar as conclus@es, suposicoes e hipoteses derivadas dos ensaios de
MTT (Ghasemi et al., 2021).

Com base nos ensaios de inducdo de apoptose e analise de sequenciamento, que
proporcionam insights acerca dos mecanismos pelos quais os compostos podem afetar as
células no contexto da morte celular, os experimentos utilizando ensaios de MTT foram
executados neste estudo com a finalidade de avaliar a viabilidade celular e a citotoxicidade em
resposta a tratamentos empregando andlogos da curcumina.

Foram conduzidos ensaios utilizando as linhagens celulares MCF-7 e BT-20, nas quais
foram submetidas a tratamentos com diferentes analogos, todos na concentragdo de 5 uM
(Figura 3). Notou-se que 0 composto 2603 exibiu uma notavel capacidade de inibicdo em ambas
as linhagens celulares, o que justificou a selecdo deste composto para prosseguir em ensaios
subsequentes.

A média de inibic¢do dos analogos para a linhagem MCF-7 foi de 30%, enquanto para
a linhagem BT-20 foi de 50%. E relevante destacar que o controle realizado com doxorrubicina
nédo apresentou um desvio padréo significativamente elevado. Isso sugere que a variabilidade
no desvio padrdo pode ser atribuida a possivel instabilidade dos compostos quando em contato
com o meio de cultura celular, o qual € mantido com pH tamponado.

E pertinente observar que a maioria dos analogos demonstrou uma maior capacidade
de inibicdo em comparagdo com a doxorrubicina, utilizada na mesma concentracdo. Conforme
mencionado na introducdo, é relevante ressaltar que o uso da doxorrubicina esta associado a
efeitos colaterais adversos, notadamente a cardiomiopatia (Chatterjee et al., 2010; McGowan
etal., 2017; Saltiel & McGuire, 1983).

A Figura 4 evidencia a disparidade nos resultados obtidos por meio do tratamento com
0 composto 2603 em contraposicdo a doxorrubicina. E notavel que, para as linhagens celulares
BT-20 e MCF-7, 0 andlogo 2603 manifestou uma significativa influéncia na viabilidade celular,
em contraste com a linhagem HaCat. Esta divergéncia de efeito € distinta do que se observou
com o uso da doxorrubicina, onde o maior efeito foi identificado na linhagem de células nédo

tumorais.
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FIGURA 3 - Os graficos de viabilidade das linhagens celulares BT-20 e MCF-7 foram gerados a partir de
tratamentos com diversos analogos da curcumina, bem como do uso da doxorrubicina, todos na concentragdo de
5 uM e com uma duragdo de exposi¢do de 24 horas. No eixo vertical desses graficos, sdo representadas as

porcentagens de inibicdo provocadas pelos diferentes compostos testados, enquanto no eixo horizontal sdo
indicados os compostos em avaliagéo.
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FIGURA 4 — Comparacéao do potencial citotoxico do composto 2603 em relagdo a doxorrubicina em linhagens
tumorais BT-20 e MCF-7, bem como em uma linhagem ndo tumoral de queratindcitos humanos, denominada

HaCat. Todos os tratamentos foram administrados a uma concentragdo de 5 pM, com uma duracdo de exposi¢ao
de 24 horas.
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A curcumina, uma molécula de interesse devido as suas propriedades bioativas,
apresenta em sua estrutura uma configuracdo na qual sete &tomos de carbono conectam dois
anéis fenolicos. No entanto, € importante observar que nos rizomas da planta Curcuma longa,
encontram-se compostos andlogos a curcumina, 0S quais se caracterizam por possuir cinco
atomos de carbono interconectando esses anéis, resultando em uma estrutura com apenas um
grupo cetona, em contraste com os dois grupos cetona presentes na molécula de curcumina que
possui sete atomos de carbono (Masuda et al., 1993; Sueth-Santiago et al., 2015).

Diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo das diferencas entre esses
compostos contendo cinco e sete atomos de carbono. Por exemplo, Lin et al. investigaram a
eficacia dos compostos com cinco atomos de carbono no tratamento do cancer de proéstata,
enquanto Robinson et al. avaliaram a atividade dos andlogos no contexto da inibicdo da
angiogénese (Lin et al., 2006; Robinson et al., 2003). Outros estudos também demonstram a
atividade citotoxica dos analogos com cinco atomos de carbono, revelando uma capacidade de
inibicdo de cerca de 50% das células quando utilizadas concentragdes proximas ou inferiores a
10 uM (Yamakoshi et al., 2010). Essas pesquisas contribuem para a compreensao das potenciais

aplicacdes terapéuticas desses analogos e suas diferencas em relagdo a curcumina.
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Todos os compostos avaliados neste estudo sdo analogos da curcumina, com uma
caracteristica distintiva em relagdo aos outros mencionados: a adi¢do de uma piperidina na
regido central da estrutura molecular.

Um parédmetro amplamente empregado para a avaliacdo da eficacia de substancias
farmacoldgicas é a determinacdo da Concentracdo Inibitéria de 50% (IC50) da populacéo
celular submetida ao ensaio (Sebaugh, 2011). Acredita-se que quanto menor a concentragdo
necessaria para atingir 50% de inibicdo celular, maior é o potencial terapéutico do composto
em questdo, uma vez que demonstra a capacidade de induzir efeitos significativos em doses
reduzidas.

Os valores de IC50 do analogo NC2603 para as linhagens BT-20 e MCF-7 foram
determinados por meio de ensaios de viabilidade celular utilizando o método de reducao do sal
MTT. Dado que os pontos nos graficos exibiram tendéncias logaritmicas (Figura 5), curvas de
tendéncia foram ajustadas para derivar equac¢Ges que possibilitaram o célculo dos valores de
IC50. A equacdo referente a linhagem BT-20 foi:

y = 20,961 In(X) + 23,404
e para a linhagem MCF-7:
y = 14,864 In(X) + 24,512
Em ambos os casos, a varidvel "y" foi fixada no valor de 50, uma vez que 0 eixo
vertical y representa a porcentagem de inibicdo e 50% € a porcentagem de interesse para 0

ensaio. Os valores de IC50 obtidos foram de 3,5 uM para a linhagem BT-20 e 5,6 uM para a
MCF-7.
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FIGURA 5 — Curvas de IC50 referentes ao composto 2603 nas linhagens BT-20 e MCF-7 sdo apresentadas. Estes

graficos ilustram os ensaios de viabilidade celular conduzidos com o objetivo de determinar os valores de 1C50
para cada linhagem.
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6.2 MODULACAO DE GENES ATRAVES DO TRATAMENTO COM O ANALOGO
NC2603

Com o avanco das tecnologias de sequenciamento, tornou-se possivel realizar o
sequenciamento de genomas completos em questdo de poucos dias. Além do genoma, essas
técnicas também nos permitem acessar informacfes do transcriptoma, que se refere as
sequéncias de RNA transcritas a partir do DNA. Essas informac@es sdo de grande valor e sdo
utilizadas para avaliar a expressao génica em um determinado momento, como apos tratamentos
com substéncias farmacoldgicas.

As tecnologias de sequenciamento evoluiram ao longo do tempo, e embora estejamos
atualmente na quarta geracao, que inclui equipamentos portateis do tamanho de um dispositivo
movel, a terceira geracdo, também conhecida como sequenciamento de nova geracdo (NGS -
Next Generation Sequencing), ainda é a mais amplamente empregada. Nesse contexto,
destacam-se duas principais tecnologias: lon Torrent e Illumina, devido a sua avancada
capacidade e robustez. Por esse motivo, e em decorréncia de colabora¢cdes com grupos de
pesquisa, optou-se pelo uso da tecnologia Illumina neste estudo.

Ap0s a determinacao dos valores de ICso para as linhagens MCF-7 e BT-20, procedeu-
se a padronizacdo do tratamento para a extracdo de RNA total, visando o ensaio de
sequenciamento. A concentracéo celular selecionada para este ensaio foi de 2 x 10° células/mL,

cultivadas em frascos de cultura contendo 5 mL da suspensao celular, resultando em um total
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de 1 x 10° células. Estas células foram tratadas com os respectivos valores de ICso
correspondentes a cada linhagem.

As extracdes de RNA foram conduzidas, e as amostras foram submetidas a testes de
analise de qualidade do RNA extraido (conforme ilustrado na figura 6).

O RIN (RNA Integrity Number) é um algoritmo empregado para avaliar a integridade
dos RNAs, baseado na analise de eletroferogramas que contém informacdes relativas aos RNAs
ribossomais 18S e 28S. Para a realizacdo do RNA-Seq, foi estabelecido um valor minimo de
RIN igual a 8 como critério de inclusdo das amostras. As amostras B1, C1, D1, C2, D2 e E2
correspondem a linhagem BT-20, enquanto as demais amostras, com excec¢ao da amostra Al,
que foi utilizada como controle, referem-se a linhagem MCF-7.

Ao analisar os resultados (figura 6), observamos que as amostras C1, C2, D2 e E2
apresentaram valores de RIN inferiores a 8, ndo atendendo ao critério minimo estabelecido para
a realizagdo do sequenciamento. A amostra C1 demonstrou baixa qualidade devido & presenca
de possiveis contaminantes e degradacdes. Quanto as amostras C2, D2 e E2, suas concentraces
ndo se encontravam dentro dos parametros adequados para a realizacdo do ensaio. Portanto, as
amostras relacionadas a linhagem BT-20 foram submetidas a um processo adicional de
extracdo, obtendo-se éxito nessa etapa, 0 que permitiu sua subsequente submissao ao processo

de sequenciamento.

FIGURA 6 - Andlise de qualidade do RNA foi conduzida utilizando o TapeStation. As bandas observadas
correspondem aos RNAs ribossomais 18S e 28S. No entanto, para as amostras C2, D2 e E2, a intensidade das
bandas foi consideravelmente baixa, indicando uma concentracdo de RNA reduzida nestas amostras.
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Um dos pardmetros analisados nos arquivos gerados apds o sequenciamento € a
probabilidade de erro de um nucleotideo em uma posicdo especifica (figura 7). Essa
probabilidade é calculada com base na intensidade de sinal emitida por um cluster de
nucleotideos, onde uma maior intensidade de sinal indica uma menor probabilidade de erro, e
vice-versa. Os valores de probabilidade sdo utilizados para calcular o Phred Score (Q), que
representa a qualidade e precisdo dos dados e é calculado pela formula:

Q =-10 Log10(P)
Aqui, P denota a probabilidade de erro. Quanto maior o Phred Score, melhor a

qualidade dos dados. Geralmente, bases com um Phred Score acima de 30, onde a chance de

erro é de 1 em 1000 (indicada na regido verde do grafico), sdo consideradas de alta qualidade.

FIGURA 7 - A qualidade da sequéncia por base é um dos parametros avaliados por meio da ferramenta FastQC.
Esse parametro fornece informaces sobre a qualidade e a precisdo de cada base sequenciada.

Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding}
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E possivel observar que, com excecio da primeira base, todas as bases apresentaram
um score acima de 30, o que indica que os dados gerados no sequenciamento sdo de boa
qualidade e confiaveis. A baixa qualidade da primeira base pode ser atribuida a possiveis

residuos de adaptadores que nao foram removidos adequadamente durante o processo de
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eliminacao de adaptadores e indexes fornecido pela plataforma de sequenciamento Illumina. E
importante ressaltar que esta imagem € apenas uma representacdo, pois contém apenas parte
dos dados. No entanto, todos os outros arquivos de sequenciamento produziram resultados
semelhantes a este.

Apos a conclusdo de todos os procedimentos necessarios e a analise de expressdo
diferencial entre as linhagens tratadas e ndo tratadas, identificamos um total de 4.687 genes que
foram modulados na linhagem BT-20 e 6.299 genes na linhagem MCF-7, com valores de P
ajustados inferiores a 0,01. Além desse critério de corte no valor de P ajustado, também
implementamos um limite no valor do log2foldchange, estabelecendo que os genes deveriam
apresentar valores <-2 e >2. Com base nessa condigdo, identificamos 714 genes na linhagem
BT-20 e 872 genes na linhagem MCF-7. Entre esses genes, muitos desempenham papéis
essenciais nos processos relacionados a tumorigénese, principalmente entre os que foram mais
induzidos e mais reprimidos (tabela 4). Para avaliar a modulagéo de vias especificas, optamos
por manter alguns genes que ndo atenderam aos critérios de corte no valor do log2foldchange,

mas sim os de P ajustado.

Tabela 4 A tabela apresenta os dez genes mais induzidos e 0s dez mais reprimidos apés o tratamento.

BT-20 MCF-7

Gene Log2FoldChange Gene Log2FoldChange
MMP10 13.8 CRYAB 8.5
CD300LB 13.5 FOSL1 8.2
AC092143.1 12.8 HMOX1 6.5
HSPA7 12.7 CD68 6.4
HSPAG 12.3 ALOXE3 55
1-Dec 12.3 SDCBP2 4.9
KRT75 11.9 HSPA1B 4.7
HTRAS3 11.6 HSPA1A 4.6
TDRG1 111 PPP1R15A 4.5
SPRR2D 11.1 TUBA4A 4.1
RP13-608F4.8 -8.4 RP11-480112.9 -8.6
RP11-158113.2 -7.3 AP001062.1 -8.4
SLITRK6 -3.1 SPANXA1 -7.1
POUSF1B -2.9 LUM -5.4

LRP1B -2.8 HAPLN1 -5.2
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BT-20 MCF-7

Gene Log2FoldChange Gene Log2FoldChange
RBM14-RBM4 -2.8 GREM2 -5

Cl40rf180 -2.8 POSTN -4.7

SYT4 -2.4 COL11A1 -4.4

SNRPGP15 -2.4 FENDRR -4.3

DCT -2.3 HDAC9 -4.2

Foram realizadas algumas analises do panorama geral dos genes modulados para cada
linhagem. Uma dessas analises foi realizada utilizando o sistema de classificacio PANTHER
(Protein Analysis Through Evolutionary Relationship) (Mi et al., 2021). O sistema classifica
proteinas e seus genes de acordo com parametros como fungdes moleculares, processos
bioldgicos e vias. Dos 714 genes modulados na linhagem BT-20 (ap6s corte pelo valor de
log2foldchange), 527 foram relacionados a funcdes moleculares. E dos 872 genes da linhagem

MCF-7, 675 genes foram relacionados (tabela 5).

Tabela 5 Distribuicdo do numero de genes modulados em cada linhagem em fungbes moleculares.
Dentro de cada uma dessas fungGes moleculares, sdo encontradas outras mais detalhadas com
subprocessos 0s quais esses genes pertencem.

Funcoes BT-20 MCF-7
Atividade de Transporte 25 40
Regulacéo de traducéo 2 1
Regulacéo de transcricao 54 49
Atividade catalitica 115 158
Atividade motora de citoesqueleto 4 8
Regulacéo de funcédo molecular 33 53
Atividade ATP-dependente 14 18
Atividade de transducdo molecular 52 61
Atividade de adaptador molecular 1 14
Atividade estrutural 7 11

Ligacao 220 272




50

Outra anélise rapida realizada se deu pela utilizacdo o banco de dados de assinaturas

moleculares MSigDB (Molecular Signatures Database) (Subramanian et al., 2005). Dentro desse

banco de dados, se encontram gene sets (conjunto de genes) divididos em 9 coleces, as quais

sdo subdivididas em outros conjuntos mais detalhados. Foi utilizado o hallmark gene sets, onde

podem ser encontrados 50 conjuntos de genes de estados e processos bioldgicos como apoptose,

angiogénese, reparo de DNA, glicolise, hipoxia, vias de sinalizag&o entre outros (Liberzon et al.,

2015). Dos 714 genes modulados na linhagem BT-20, 233 foram relacionados a vias presentes

no hallmark gene sets. E dos 872 genes da linhagem MCF-7, 267 foram relacionados (tabela

6).

Observou-se que alguns desses sets fazem parte dos processos de tumorigenese, como

via da P53, apoptose e transicdo epitélio mesenquimal. Porém, a modulacdo causada pelo

composto pode estar tanto beneficiando quanto prejudicando as células tumorais.

Tabela 6 Relagdo entre o numero de genes modulados em cada linhagem e seus respectivos gene sets.

Gene set BT-20 MCF-7
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB 44 34
HALLMARK_EPITHELIAL_MESENCHYMAL_TRANSITION 32 41
HALLMARK P53 PATHWAY 22 25
HALLMARK_ APOPTOSIS 19 21
HALLMARK_COAGULATION 15 0
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP 23 22
HALLMARK UV_RESPONSE_UP 14 14
HALLMARK L2 _STAT5 SIGNALING 21 8
HALLMARK_HYPOXIA 15 27
HALLMARK_ESTROGEN_RESPONSE_EARLY 0 16
HALLMARK_ ESTROGEN_RESPONSE_LATE 13 19
HALLMARK_ INFLAMMATORY_RESPONSE 9 17
HALLMARK_MYOGENESIS 6 0
HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION 0 9
HALLMARK _COMPLEMENT 0 8
HALLMARK_ KRAS SIGNALING_DN 0 6
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Além dessas andlises, ainda foi realizado um enriquecimento por Gene Ontology
(GO). Foi utilizado um site de analise de dados online (http://www.bioinformatics.com.cn/,
acessado em 29 de junho de 2023). Este site fornece mapas visuais informativos que auxiliam

na interpretacdo e exploracdo de categorias funcionais enriquecidas (figuras 8 e 9).

FIGURA 8 - A imagem apresenta os resultados da andlise de enriquecimento para os dados do
sequenciamento para a linhagem BT-20, fornecendo uma representacdo visual da quantidade e
pontuacdo dos genes categorizados em a, processos bioldgicos e b, fungGes moleculares.
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FIGURA 9 - A imagem apresenta os resultados da andlise de enriquecimento para os dados do
sequenciamento para a linhagem MCF-7, fornecendo uma representacdo visual da quantidade e
pontuacdo dos genes categorizados em a, processos bioldgicos e b, fungdes moleculares.

Biological Process

a
extracellular matrix organization
extracellular Structure organization 4« b Count
. ) i ® 10
chaperone cofactor-dependent protein refolding - @
® 20
vascular process in circulatory system 4 @ RN ST S
response 1o lipopolysaccharide 1)
val
reproductive structure development 4 . pvalue
4e-07
response to molecule of bacterial origin {- @) - .l e 3e-07
' : 26-07
reproductive system development - .
1e-07
'de novo' posttranslational protein folding @
positive regulation of heterotypic cell-cell adhesion -
6 8 10 12
EnrichmentScore (-log10(pvalue))
b Molecular Function
extracellular matrix structural constituent
collagen binding A v Count
e 5
extracellular matrix binding 4 ® 10
® 5
protein folding chaperone A . 20

@ =

alditol:NADP+ 1-oxidoreductase activity 4

alcohol dehydrogenase (NADP+) activity 4 pvalue
0.00025
extracellular matrix structural constituent conferring |
compression resistance 0.00020
0.00015

oxidoreductase activity, acting on paired donors, with i :
incorporation or reduction of molecular oxygen, NAD(P)H as @1

one donor, and incorporation of one atom of oxygen i : : : 0.00010

0.00005

unfolded protein binding 4@ S —

aldo-keto reductase (NADP) activity | @ B —

50 75 100 125
EnrichmentScore (-log10(pvalue))



53

Essas analises desempenham um papel fundamental na compreensdo do impacto
global provocado pelo tratamento, destacando as vias, processos e funcdes que foram
influenciados, tanto de forma positiva quanto negativa. No entanto, como sera discutido
posteriormente, sdo necessarios ensaios adicionais para validar a funcionalidade de cada gene
e 0 verdadeiro efeito do tratamento sobre as vias identificadas. Apesar dos resultados obtidos,
nenhuma das vias identificadas por essas analises foi objeto de investigacdo detalhada até o
momento. E plausivel que os genes selecionados para estudos aprofundados estejam contidos
nas categorias apresentadas. Por exemplo, os genes escolhidos para a linhagem BT-20 estdo
relacionados a migracdo celular, o que sugere que possam estar inseridos na categoria de
transicéo epitelial-mesenquimal, conforme apresentado na Tabela 6. Da mesma forma, os genes
selecionados para a linhagem MCF-7 podem estar envolvidos nas categorias de Regulacdo da

Transcricdo da tabela 5 e Respostas ao Receptor de Estrogeno da tabela 6.

6.3 INDUCAO DE APOPTOSE: POSSIVEL MECANISMO PARA CITOTOXICIDADE
DO ANALOGO NC2603

A apoptose tem sido, ao longo do tempo, uma das vias amplamente exploradas como
alvo terapéutico nos tratamentos contra o cancer. Diversos farmacos com potencial nessa
direcdo estdo em estudo e ja estdo disponiveis no mercado, incluindo Navitoclax, Venetoclax,
Birinapant e ldasanutlin (Carneiro & El-Deiry, 2020).

Este processo é notavelmente complexo, envolvendo um intricado conjunto de
moléculas. Algumas dessas moléculas desempenham papéis cruciais e sdo ativadas durante o
processo apoptotico, com destaque para as caspases. Por conseguinte, essas moléculas podem
ser empregadas como biomarcadores dessa via.

No contexto do ensaio de quantificacdo de caspase 3/7 realizado na linhagem BT-20,
observou-se que o tratamento com o composto ndo demonstrou diferenca significativa em
relagdo ao resultado do grupo controle (Figura 6). Em contrapartida, a doxorrubicina, conhecida
por induzir a apoptose, provocou a ativacdao das caspases, descartando, portanto, possiveis

hipoteses de erro experimental.
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FIGURA 10 - O grafico representa a quantificacdo da atividade da caspase-3/7 em linhagem BT-20. O tratamento
foi conduzido ao longo de um periodo de 24 horas, com ambos os compostos (2603 e doxorrubicina) na
concentracdo de 3,5 UM, e o controle foi realizado utilizando o solvente organico DMSO em uma concentragdo
inferior a 0,2%. A intensidade de emissdo de luz esta diretamente relacionada a quantidade de caspases-3/7 em
atividade, o que torna a quantificacdo possivel por meio da luminescéncia (* p < 0,02).
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O ensaio foi conduzido exclusivamente com a linhagem BT-20, devido a ampla
compreensdo de que a linhagem MCF-7 ndo apresenta expressao de caspase-3 (Janicke, 2009;
Tian, 2023; Xiao-He Yang et al., 2001).

No entanto, é importante destacar que a avalia¢do da atividade da caspase 3/7 nédo é
suficiente para determinar se as células estdo ou ndo passando pelo processo de apoptose.
Outros marcadores desse processo estdo disponiveis, como a fosfatidilserina
(phosphatidylserine, PS), um fosfolipidio localizado no folheto interno da membrana
plasmatica. Durante o processo de apoptose, a perda de assimetria da membrana plasmatica
resulta na exposicdo externa do PS (Koopman et al., 1994), o que facilita o reconhecimento das
células apoptoticas por células fagociticas (Naeini et al., 2020).

E relevante salientar que a exposicdo do PS também est4 associada ao aumento da
atividade coagulante (Zwaal et al., 1977). Isso levou a descoberta de que a proteina placental
anticoagulante I, conhecida como Annexina V, que possui afinidade por moléculas com carga
negativa, como o PS (Tait & Smith, 1991). Como resultado, 0s ensaios contemporaneos que
buscam obter informacGes sobre celulas em processo de apoptose fazem uso dessa afinidade
entre as moléculas, destacando a relevancia da exposi¢do de PS como um marcador adicional

nesse contexto.
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Adicionalmente, é possivel discernir o processo de apoptose de outras formas de morte
celular, como a necrose, por meio da utilizacdo do iodeto de propidio (Propidium lodide - PI).
O Pl se liga ao DNA de maneira inespecifica e, quando a membrana celular esta comprometida
(um fendmeno caracteristico das células necrdéticas), o Pl pode adentrar a célula e se intercalar
no DNA (Eray et al., 2001).

Para a deteccdo dessas moléculas, emprega-se a tecnologia de citometria de fluxo.
Trata-se de uma técnica analitica que opera em nivel de célula Unica, na qual as amostras sao
direcionadas em um fluxo continuo através de feixes de luz de diferentes comprimentos de onda
(McKinnon, 2018). Os comprimentos de onda visiveis fornecem informacdes relativas ao
tamanho e a complexidade interna das células. Por outro lado, os comprimentos de onda nédo
visiveis sdo empregados para detec¢cdo de fluorescéncia, resultante da interacdo com proteinas
fluorescentes, corantes fluorescentes (como o PI), ou anticorpos conjugados a moléculas
fluorescentes, como a anexina conjugada com FITC.

A partir destes dados, € possivel discriminar e quantificar com precisao as células
apoptoticas das células que sofreram danos na membrana ou mesmo as células em estado de
necrose.

Embora o ensaio de quantificacdo das caspases ndo tenha apresentado evidéncias de
apoptose apds o tratamento com o analogo 2603, 0s ensaios de citometria de fluxo revelaram a
marcacdo positiva para anexina V em células submetidas ao mesmo tratamento. Cerca de 63%
das células entraram em apoptose apds o tratamento (Figura 7 e 8).

E importante notar que as marcagbes com anexina V nas amostras controle
apresentaram niveis relativamente elevados. A concentracdo do solvente DMSO foi mantida
abaixo de 0,2%, uma concentracdo geralmente considerada segura e ndo citotoxica para as
células, ndo influenciando significativamente nos resultados. A comunidade cientifica tem
debatido a concentracao limite segura para o uso desse solvente, com varia¢des sugeridas entre
0,1% a 1%. No entanto, ndo é possivel concluir as razdes por tras dos resultados obtidos nas
amostras controle. E relevante ressaltar a diferenca entre essas amostras controle e as amostras
tratadas, com excecdo do tratamento utilizando curcumina na concentracdo de 3,5 UM, que
apresentou resultados semelhantes aos do grupo controle.

Genericamente, a andlise envolve a soma das porcentagens dos quadrantes que
indicam a marcagio e sinalizacio pela Anexina V-FITC, ou seja, Q2 e Q4. E importante
mencionar que alguns pesquisadores se referem ao quadrante Q2 como indicativo de apoptose

tardia. Esta designacgéo se baseia no fato de que, além da sinalizagcdo da Anexina V-FITC, no



56

quadrante Q2 ocorre também a marcacdo pelo iodeto de propidio (P1). O Pl é comumente
utilizado como marcador de morte celular, geralmente associada a necrose. Devido a essas
interpretacdes variaveis, existem divergéncias entre os autores quanto a classificagdo do
quadrante Q2 como apoptose tardia.

Por outro lado, em estadgios avancados do processo de apoptose, ocorre a
permeabilizacdo da membrana celular (Poon et al., 2009), o que possibilita a entrada do Pl e
sua subsequente intercalacdo com o DNA, resultando em um aumento significativo (20 a 30
vezes) na emissao de sinal pelo PI. Portanto, com base nesse fendmeno, optou-se por somar as
porcentagens dos quadrantes Q2 e Q4 como uma abordagem para identificacdo de células em
processo de apoptose.

Mais uma vez, observamos estudos que demonstram a capacidade da curcumina de
induzir apoptose e seus mecanismos subjacentes (Mortezaee et al., 2019; Patel et al., 2019; C.
Yang et al., 2017). No entanto, é importante notar que esses estudos frequentemente empregam
concentracdes elevadas, como evidenciado no tratamento com curcumina a 30 pUM.

Da mesma forma, pesquisas que investigam os efeitos da inducdo de apoptose por
analogos da curcumina geralmente obtém resultados semelhantes com o uso de concentracGes
proximas as da curcumina (Ali et al., 2017; Rahim et al., 2021; L. Wang et al., 2019). Nesse
contexto, até o momento, o analogo 2603 demonstrou ser bem-sucedido na inducdo de
apoptose.

Os mecanismos subjacentes a indugdo de apoptose pelo analogo 2603 ainda ndo foram
completamente elucidados. A auséncia de ativacdo das caspases, por exemplo, sugere a
possibilidade da inducdo de um processo caspase-independente na linhagem BT-20.

Foram conduzidos ensaios experimentais com a linhagem celular MCF-7, no entanto,
os resultados obtidos revelaram-se inconclusivos devido a observacdo de elevadas taxas de
apoptose (quadrante Q4) nos controles, as quais demonstraram ser ainda mais significativas em
comparagdo aos dados apresentados nos graficos correspondentes a linhagem celular BT-20.
Uma possivel explicacdo para esse fendbmeno pode ser atribuida a utilizagdo da tripsina como
agente de dissociacdo celular. A acéo da tripsina pode ser potencialmente agressiva e prejudicial
para a integridade da membrana celular, ocasionando interferéncia no ensaio de apoptose por
meio da técnica de citometria de fluxo (Lai et al., 2022; Nowak-Terpitowska et al., 2021). Uma

alternativa apresentada na literatura é a Accutase, que por sua vez causa menos danos.
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FIGURA 11 — Os resultados dos ensaios de apoptose por citometria de fluxo sdo apresentados nos graficos que
representam a quantificacdo das células da linhagem BT-20 marcadas com Pl (eixo y - vertical) e Anexina V FITC
(eixo x - harizontal). Os graficos estdo divididos em quatro quadrantes, denominados Q1, Q2, Q3 e Q4. De forma
geral, 0 Q1 representa exclusivamente as células marcadas com Pl (ou aquelas que estdo passando por um tipo de
morte diferente de apoptose), 0 Q2 é associado as células em apoptose tardia, 0 Q3 abriga as células viaveis e o
Q4 engloba as células em processo de apoptose. Os tratamentos foram conduzidos utilizando o analogo 2603 e a
doxorrubicina, ambos na concentracdo de 3,5 pM. O grupo controle foi submetido ao uso de DMSO a uma
concentracdo inferior a 0,2%.
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FIGURA 12 — Quantificacdo de Células em Apoptose. O grafico exibe a soma das porcentagens dos quadrantes
Q2 e Q4, representando, desse modo, a proporcdo de células que passaram pelo processo de apoptose em cada
tratamento. Os tratamentos foram conduzidos utilizando o analogo 2603 e a doxorrubicina, ambos na concentracdo
de 3,5 uM. O grupo controle foi submetido ao uso de DMSO a uma concentracgdo inferior a 0,2%. (*** p < 0,0003,
**%% < 0,0001).
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6.4 POTENCIAL ANTIMETASTATICO DO ANALOGO NC2603

Conforme mencionado anteriormente, o RECIST baseia-se principalmente na
avaliacdo do encolhimento tumoral como critério de eficacia. No entanto, diversos fatores e
efeitos associados a drogas antitumorais, como a capacidade de inibicdo de metastase, sao
geralmente desconsiderados neste sistema (R. L. Anderson et al., 2019). Além disso, a terapia
adjuvante é amplamente reconhecida como a estratégia mais eficaz para a prevencdo de
recidivas e o tratamento ap0s o diagnostico, com recursos financeiros limitados para o
desenvolvimento de drogas antimetastaticas (Esposito et al., 2021).

E relevante destacar que o uso prolongado de terapias adjuvantes pode estar associado
a sua toxicidade. Por exemplo, o inibidor do receptor HER2, trastuzumabe, amplamente
utilizado em tratamentos de cancer de mama, foi associado a cardiotoxicidade (Telli et al.,
2007). Além disso, o uso desse adjuvante durante a gravidez também foi relacionado a efeitos

no desenvolvimento fetal (Azim et al., 2009).
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Considerando esses aspectos e o fato de que a metastase € responsavel por
aproximadamente 90% das mortes por cancer (Lyon et al., 2006), surge a sugestdo de que
drogas com propriedades antimetastaticas podem representar uma alternativa valiosa no
contexto do tratamento adjuvante.

Podemos encontrar na literatura diversos estudos que demonstram a capacidade de
inibir a migracdo de células tumorais ap6s o tratamento com curcumina (Hu et al., 2019; N.
Wang et al., 2020; L. Zhang et al., 2019). No entanto, é relevante notar que esses estudos
frequentemente empregam concentragdes relativamente elevadas para alcangar resultados
significativos, como nos exemplos mencionados, nos quais as concentracdes utilizadas foram
>10 uM, em alguns casos chegando a 40 uM. No presente estudo, observamos que a curcumina
foi capaz de inibir aproximadamente 25% da migracdo das células da linhagem BT-20 em
concentragcdes mais baixas.

Além disso, na literatura também existem estudos que investigam os efeitos anti-
migratorios de moléculas sintéticas analogas a curcumina (Ali et al., 2017; H. Shen et al., 2021,
Silva et al., 2018; J. Wang et al., 2019; Zhao et al., 2021). Entretanto, muitos desses estudos
também requerem concentragdes elevadas, da ordem de >10 uM, que sdo equivalentes as
concentragOes geralmente utilizadas em ensaios com curcumina e, em alguns casos, alcangando
valores extremamente altos, como 100 pM.

Através dos ensaios de migracdo celular utilizando o analogo 2603, foi possivel
evidenciar seu efeito anti-migratorio na linhagem BT-20. No ensaio de cicatriza¢cdo, 0 composto
inibiu aproximadamente 71% da migracdo das células, o que significa que as células que
migraram conseguiram regenerar apenas 29% da ferida, em compara¢do com quase 100% no
grupo controle (figura 10). Ja no ensaio de migracdo usando camaras Transwell, a inibicao foi
de aproximadamente 55% em rela¢do ao grupo controle (figura 11).

Todos os ensaios de migracdo celular foram conduzidos com uma concentragéo de
0,75 uM tanto para a curcumina quanto para o composto 2603. Isso se deve ao fato de que
concentragfes mais elevadas resultavam na inviabilidade das células, enquanto concentracfes
mais baixas levavam a uma migracao e proliferacdo excessivas.

Adicionalmente, & importante observar que esses ensaios frequentemente envolvem
periodos de até 48 horas, e em alguns casos até mesmo periodos mais longos. No entanto, 0s
ensaios realizados neste estudo foram limitados a um periodo de 24 horas devido a varias
consideracgdes. Assim como foram observados diferentes efeitos relacionados a dependéncia da

dose, foi igualmente notada uma dependéncia do tempo para a realizacdo dos ensaios. Em
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concentracdes de 0,75 UM, periodos superiores a 24 horas resultavam na inviabilidade das
células. Isso levantou a hipotese de que o composto 2603 pode atuar de maneira dependente
tanto da dose quanto do tempo.

Outra razdo para o periodo de 24 horas foi a intengdo de correlacionar os dados dos
ensaios de migracdo com os resultados do ensaio de sequenciamento, uma vez que a extracao
dos transcritos foi realizada 24 horas ap0s o tratamento.

A sintese de um composto analogo tem como objetivo aprimorar alguma caracteristica
presente em uma molécula original. Hipoteticamente, esses compostos analogos tendem a
apresentar efeitos superiores em comparacdo com suas moléculas de origem, como
demonstrado no caso do analogo 2603.

Os potenciais mecanismos pelos quais esses analogos atuam na inibicdo da migracéo
celular séo tépicos de grande interesse na literatura cientifica, pois oferecem novas perspectivas

para o desenvolvimento e aperfeicoamento dessas moléculas.

FIGURA 13 — Ensaios de Migracao Celular da linhagem BT-20. a, As imagens retratam os ensaios de cicatrizagdo
nos tempos T = Oh (acima) e T = 24h (abaixo) para o analogo 2603 e a curcumina, ambos na concentracdo de 0,75
M. O grupo controle foi tratado com o solvente organico DMSO em concentragdo <0,1% (barra de escala 250
um) b, O gréfico exibe as porcentagens de cicatrizacao das feridas (**p<0.005, ***p<0.0005, ****p<0.0001).
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FIGURA 14 - a, As imagens retratam os ensaios de migracdo utilizando camaras Transwell, capturadas no periodo
T = 24h, ap6s o tratamento com o0 anadlogo 2603 e a curcumina, ambos na concentracdo de 0,75 uM. O grupo
controle foi submetido ao solvente organico DMSO em concentragdo <0,1% (barra de escala 250 um). b, O gréfico
apresenta a contagem das células que migraram através da membrana ap6s o tratamento (*p<0.05).
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6.5 POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO DO ANALOGO NC2603 NA LINHAGEM
BT-20: VIAS DE INIBICAO DE MIGRACAO CELULAR

A metéstase envolve uma complexa interacdo de mecanismos celulares, com a
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) sendo um evento fenotipico-chave no qual as células
perdem caracteristicas epiteliais e adquirem propriedades mesenquimais(Noh et al., 2021). A
regulacao de vias celulares, fatores de transcricéo e citocinas, incluindo IL-6/STAT3, SNAIL,
TWIST e zinc finger E-box-binding (ZEB), desempenha um papel fundamental no processo
metastatico do cancer (Noh et al., 2021; M. Park et al., 2022). Um estudo recente destacou a
atividade supressora do fator de transcricdo EGR3 na metéstase, ativando genes especificos,
nomeadamente ZFP36, GADD45B e SOCS3, em uma linha celular de cancer de prostata (Shin
et al., 2020). O autor sugere que 0 EGR3 se liga as regifes promotoras de genes como ATF3,
EMP1, GADD45B, SOCS3 e ZFP36, levando a inibi¢do da migracao celular. No nosso estudo
atual, observamos a modulacdo desses genes apds o tratamento com o andlogo NC2603,
indicando o possivel mecanismo de agdo do anélogo na inibicdo da migracéo celular (figura
15).
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FIGURA 15 — Esquema representativo do possivel mecanismo de acdo do anadlogo NC2603 na inibicdo da
migracdo celular. O andlogo induziu a expressdo do gene EGR3. O gene EGR3 por sua vez, tem a funcdo de
promover a expressao dos genes ATF3, EMP1, SOCS3, ZFP36 e GADDA45B, que também foram observados
induzidos nos ensaios de expressdo genética. Cada um desses genes possui funcdes na inibicdo da migracéo celular.
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Os fatores de transcrigdo da familia "Early growth response™ (EGR) sdo conhecidos
por participar em diversos processos celulares, incluindo apoptose, proliferagéo e crescimento
celular, devido aos seus dominios de ligacdo ao DNA altamente conservados (Morita et al.,
2016; Pio et al., 2013). O gene EGR3 foi implicado como um supressor de tumores e marcador
prognostico em certos tipos de cancer (F. Liao et al., 2013; S. Zhang et al., 2017). Notavelmente,
no cancer de mama com receptor de estrogénio positivo, 0 EGR3 tem sido sugerido como
crucial para o processo de metastase (Suzuki et al., 2007), enquanto no carcinoma nasofaringeo
e cancer de prostata, a sua expressao foi associada a inibicdo da migracdo celular (X. Z. Li et
al., 2021; Shin et al., 2020).

O gene ATF3 (fator de transcricdo ativador 3) apresenta baixa expresséo basal, mas é
induzido por estresse e respostas adaptativas, e a sua regulacdo positiva tem sido associada a
inibicdo da migracéo celular (L. Li et al., 2020; Wu et al., 2022; Xie et al., 2014; Yuan et al.,
2013).

O papel do gene EMP1 (proteina da membrana epitelial 1) € controverso, pois tem sido
descrito tanto como um supressor de tumores que inibe a migragéo e invasao celular em certos
tipos de cancer (Liu et al., 2022; G. G. Sun, Lu, et al., 2014; G. G. Sun, Wang, Lu, etal., 2014;
J. Zhang et al., 2011), quanto como um promotor de tumores em outros estudos (G. G. Sun,
Wang, Cui, et al., 2014; G. G. Sun, Wang, Lu, et al., 2014; J. Wang et al., 2019).
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Embora o envolvimento do gene GADDA45b na migracdo celular seja menos
explorado, alguns estudos relataram descobertas interessantes. Huang et al. demonstraram que
a superexpressdo de GADDA45h, com ou sem tratamento com Matrine, inibe a migragao celular
(H. Huang et al., 2018). Além disso, outro estudo indicou que a expressdo de GADD45b levou
ao aumento da fosforilagdo de p38 MAPK, induzindo mudancas na morfologia celular e
inibindo a migracdo (Kodama & Negishi, 2011).

O supressor da sinalizacao de citocinas 3 (SOCS3) é conhecido por funcionar como
um inibidor das vias JAK2/STAT3 e IL-6/STAT3, que, quando induzidas, promovem a EMT
(M. Chen et al., 2020; L. Huang et al., 2016; Xiao et al., 2022; Yu et al., 2017; Q. X. Zhou et
al., 2015).

O Tristetrapolin (TTP), codificado pelo gene ZFP36, é uma proteina de ligacdo ao
RNA do tipo dedo de zinco que desempenha um papel crucial na degradacdo do mRNA,
regulando assim a expressdo de proteinas e genes especificos68, tais como TWIST1 e SNAIL,
que sao conhecidos indutores da EMT (J. M. Park et al., 2018; Yoon et al., 2016).

Dentre os genes identificados no sequenciamento, os seis mencionados (EGR3, ATF3,
EMP1, SOCS3, ZFP36 e GADD45B) foram observados como induzidos apds o tratamento,
sugerindo que este pode ser 0 mecanismo pelo qual o andlogo NC2603 inibiu o processo de
migracdo celular. Por isso, esses genes foram selecionados para validacéo por RT-gPCR para a
linhagem BT-20 (figura 16).

FIGURA 16 - O grafico representa os valores de log2FoldChange obtidos a partir dos experimentos de
RNAseq e validacdo RT-gPCR da linhagem BT-20(correlagdo de Pearson, R=0.8462, valor-p < 0.05).
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Mas, além desses genes, 0 gene HSPAG se destaca por estar presente entre 0s genes

com niveis mais elevados de expressdo (tabela 4). Este gene demonstrou caracteristicas
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relacionadas a regulacdo da tumorigénese e progressao tumoral em diversos tipos de cancer.
Enquanto em certas malignidades, o gene HSPAG exerce efeitos inibitorios nesses processos,
em outras, parece induzir a progressao do cancer (Song et al., 2022).

Apoiando essa ideia, Shen et al. realizaram um estudo esclarecedor no qual exploraram
0 impacto do tratamento com timoquinona em uma linha celular de cancer de mama triplo
negativo. Notavelmente, sua pesquisa revelou uma substancial inducéo na expressdo do gene
HSPA6 ap6s o tratamento com timoquinona. Além disso, essa inducdo do HSPAG6 foi
correlacionada com redugOes significativas no crescimento celular, na migracdo e nas

capacidades invasivas, como validado por meio de ensaios funcionais (S. Shen et al., 2021)

6.6  POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO DO ANALOGO NC2603 NA LINHAGEM
MCF-7: INDUCAO DE ARRASTO DE CICLO CELULAR

Apds uma analise minuciosa dos genes afetados pelo tratamento, identificamos que
varios deles fazem parte de vias cruciais no contexto do ciclo celular. Isso sugere a possibilidade
de intervencdo no controle do ciclo.

O ciclo celular é um processo altamente regulado que ocorre para viabilizar a diviséo
celular. Ele compreende quatro fases distintas: G1, S, G2 e M. As fases G1 e G2 representam
periodos de crescimento celular, principalmente dedicados a acumulacdo de biomassa (G -
Growth). A fase S é o estagio em que ocorre a sintese do DNA, enquanto a fase M esté centrada
na mitose (Alberts et al., 2017).

Para que a divisdo celular seja bem-sucedida, ¢ fundamental que todas essas fases
sejam concluidas com éxito. Caso ocorra algum erro ou danos no DNA durante o processo, 0
sistema de reparo é ativado. Nesse momento, as células enfrentam duas alternativas. O reparo
bem-sucedido permite que a célula continue seu ciclo celular normalmente. No entanto, se o
dano for irreparavel, as células ativam mecanismos de morte celular programada.

Esse processo representa o funcionamento ideal das células em um contexto saudavel.
No entanto, no caso do cancer, as células podem acumular erros genéticos que ndo séo
devidamente reparados, resultando em proliferacdo celular descontrolada. Isso enfatiza a
importancia de abordagens terapéuticas direcionadas para interromper esse ciclo incessante.

Atualmente, existem agentes farmacologicos comerciais com atividade antimitética,
notadamente o Paclitaxel e a Vimblastina, que exercem sua a¢ao sobre as tubulinas. O Paclitaxel

atua inibindo a despolimerizagdo dos microtibulos, enquanto a Vimblastina interfere na
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polimerizacdo dos microtubulos ja estabilizados, evitando sua despolimerizacdo (X. Zhou et
al., 2018). Dado o papel fundamental dos microtubulos como componentes do citoesqueleto,
sua regulacgao exerce um impacto significativo nos processos do ciclo celular (Chietal., 2015).

O possivel mecanismo de agdo do andlogo NC2603 pode estar relacionado a via de
quinases dependentes de ciclinas (Cdks - cyclin-dependent Kkinases), cujos genes
correspondentes foram modulados apds o tratamento, conforme evidenciado nos resultados do

ensaio de sequenciamento e confirmados por RT-gPCR (figura 17).

FIGURA 17 - O grafico representa os valores de log2FoldChange obtidos a partir dos experimentos de
RNAseq e validacdo RT-gPCR da linhagem MCF-7 (correlagdo de Pearson, R=0.9189, valor-p <

0.00007).
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O ciclo celular é rigorosamente regulado pela interagdo entre ciclinas e CDKs
(quinases dependentes de ciclina). As diversas funcionalidades desse processo resultam da
formacdo de complexos entre essas moléculas. Ciclinas especificas, como a ciclina D,
estabelecem complexos com CDKs 4 e 6, enquanto as ciclinas E e A formam complexos com
CDKZ2, e as ciclinas B se associam a CDK1 (S. Goel et al., 2018; Kim et al., 2022).

Os complexos formados tém o papel de fosforilar proteinas pertencentes a familia
retinoblastoma (proteinas Rb). Essas proteinas, por sua vez, interagem com a proteina E2F,
desempenhando um papel critico na regulacdo da expressdo dos genes que controlam o ciclo
celular (Al Bitar & Gali-Muhtasib, 2019). A hiper fosforilacdo das proteinas Rb impede sua
interacdo com as proteinas E2F, enquanto a hipofosforilacdo permite essa interacdo. Quando
ocorre a complexacdo Rb-E2F, ela reprime a expressao dos genes necessarios para a progressao

do ciclo celular (Engeland, 2022).
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Além disso, uma molécula essencial nesse contexto € a proteina p21, também
conhecida como Cipl ou Wafl, que € codificada pelo gene CDKN1A. A p21 ¢ amplamente
reconhecida como uma inibidora universal de CDKs (Engeland, 2022). Uma vez que a p21
inibe as CDKs, ela desempenha um papel direto na formacéo do complexo Rb-E2F, sendo assim
um componente crucial no controle do ciclo celular.

Com base nos resultados de expressdo dos genes que codificam as proteinas
mencionadas, podemos inferir que o tratamento com o analogo NC2603 esta influenciando a
via de controle do ciclo celular. O gene CDKN1A, responsavel pela codificacdo da proteina
p21, foi induzido pelo tratamento, enquanto os genes que codificam as ciclinas A, B, D e E,
bem como os genes que codificam as CDKs 1, 2, 4 e 6, foram todos reprimidos.

Do ponto de vista das proteinas, a elevada producdo da proteina p21 resulta em uma
menor formacao de complexos entre as ciclinas e as CDKs, uma vez que os niveis de producéo
destas Ultimas foram reduzidos, tornando-as menos disponiveis para a formagao de complexos.
Como resultado, a proteina Rb passa por uma hipofosforilacdo, o que permite sua interacéo

com a proteina E2F, potencialmente levando a interrupcédo do ciclo celular (figural8).

FIGURA 18 - Esquema representativo do possivel mecanismo de acdo do anadlogo NC2603 no arrasto de ciclo
celular. O anélogo, ao mesmo tempo que induziu a expressdo do gene GADD45A, reprimiu a expressao do gene
ESR1. Ambos, quando nessas condicdes, induzem a expressdo de CDKN1A. A proteina p21, codificada pelo gene
CDKNL1A, inibe a formacéo dos complexos ciclinas/CDKSs, cujos maioria dos genes tiveram a expressao reprimida
apos o tratamento com o analogo. Uma vez que ndo hé a formacao de complexos ciclinas/CDKs, a proteina Rb é
hipofosforilada, complexando assim com a proteina E2F. O complexo Rb/E2F quando formado, regula
negativamente o ciclo celular, ou seja, causa o arrasto do ciclo celular. Por outro lado, a proteina p21 ainda inibe
0s genes PCNA e MKI67, que induzem a proliferacdo celular. Uma vez que o tratamento com o analogo reprimiu
a expressdo desses genes, esse também se torna um possivel mecanismo de acéo do analogo.
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Além disso, os dados fornecem insights adicionais. E sabido que a expressio da p21 é
regulada pela proteina p53 (Engeland, 2022; Kim et al., 2022; Parveen et al., 2016; Planas-Silva &
Weinberg, 1997). No entanto, nossos resultados indicam que a maioria desses processos ocorreu
de forma independente da p53, que teve sua expressdo reduzida (log2FoldChange = -1, PAdj =
1.6e-57). Isso sugere uma regulacdo alternativa da via de controle do ciclo celular induzida pelo
tratamento com o andlogo NC2603.

Além disso, na busca pela compreensédo da inducdo do gene CDKN1A, foi levantada
a hipdtese de que esse processo pode estar relacionado a supressdo do gene que codifica o
receptor de estrogeno ESR1. Liao et al. (2014) demonstraram em seu estudo que o receptor de
estrogeno promove a entrada de células da linhagem MCF-7 na fase S do ciclo celular,
permitindo a proliferacdo celular por meio da indugdo dos genes PCNA e Ki-67 (ambos
associados a proliferacdo celular ) enquanto suprime a expressao de p53 e p21 (X. H. Liao et
al., 2014). No referido estudo, a superexpressdo do receptor ERa resultou na repressdo da
atividade da proteina p21, resultando na reducdo tanto da expressdo de mRNA quanto da
proteina em si. Esses achados sugeriram que o receptor ERa poderia influenciar a expressao de
PCNA e Ki-67 por meio da regulagéo da expressdo de p21.

De acordo com as descobertas apresentadas aqui, observou-se que o gene ESR1, que
codifica o receptor ERa, foi reprimido pelo tratamento, assim como os genes PCNA e Ki-67.
Esses resultados levantam a possibilidade de que o mecanismo de acdo do analogo NC2603
possa estar associado ao receptor de estrogeno. Além disso, para corroborar essa hipotese, €
relevante notar que esse mecanismo nao foi observado na linhagem BT-20, a qual ndo expressa

0 receptor de estrogeno.

6.7 ARRASTO DE CICLO CELULAR EM FASE G1 CAUSADO PELO ANALOGO
NC2603 NA LINHAGEM MCF-7

Apos a identificagdo da modulagdo das vias de controle do ciclo celular por meio dos
resultados de expressdo geneética, procedemos a realizacdo de ensaios de citometria de fluxo
para avaliar o impacto do tratamento sobre o ciclo celular.

Os resultados apresentados na Figura 19 revelam um aumento significativo no nimero
de células na fase G1 como resultado do tratamento. Embora o numero de células na fase S ndo

tenha demonstrado diferenca estatisticamente significativa, observou-se uma tendéncia de
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diminuicdo. Além disso, houve uma reducéo na proporcao de células na fase G2, embora, tanto
no grupo controle quanto no grupo de tratamento, as porcentagens tenham permanecido baixas
ou insignificantes.

Na literatura, ha referéncias a arrasto do ciclo celular ap6s tratamentos com curcumina
e seus analogos (Kelly et al., 2023; S. H. Sun et al., 2012; Walker & Mittal, 2020; Xia et al., 2014; J. J.
Yang et al., 2023; H. Zhang et al., 2015; Z. Zhang et al., 2020; H. Zhou et al., 2021). Entretanto, nenhum
desses estudos apresentou mecanismos semelhantes aos descritos neste trabalho. A maioria
deles demonstra a reducdo dos niveis de ciclinas e CDKSs, porém, de maneira indireta, a partir
de diferentes alvos primarios. Além disso, a maioria desses estudos também relata arrasto na

fase G2 do ciclo celular.

FIGURA 19 —a figura apresenta ilustracdes do ensaio de ciclo celular por citometria de fluxo a, resultado de uma
amostra controle. b, resultado de uma amostra tratada. O pico mais a esquerda é referente a células em se encontram
em G1, a parte central, que esta listrada, representa células em S e o pico mais a direita (que aparece apenas em a)
se refere a células em G2. c, representacdo grafica dos resultados obtidos (*P< 0,05).
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6.8 INDUCAO DE ESTRESSE OXIDATIVO: POSSIVEL MECANISMO DE ACAO
PARA CITOTOXICIDADE DO ANALOGO NC2603

A finalidade do estagio internacional, na universidade de Saskatchewan, foi avaliar a
atividade antioxidante do andlogo NC2603. Antes de iniciar os ensaios de atividade
antioxidante, foram conduzidos testes de viabilidade celular para avaliar a citotoxicidade do
analogo em relagdo a linhagem celular Caco-2.

O valor de ICsg obtido foi aproximadamente 4 uM, um resultado proximo aos obtidos
para as linhagens de cancer de mama BT-20 e MCF-7. A equacdo que descreve a curva (Figura

20), gerada a partir dos dados, é a seguinte:

y = 17.418In(x) + 25.93

FIGURA 20 - Curva de IC50 referentes ao analogo NC2603 para a linhagem Caco-2. Este grafico ilustra os
ensaios de viabilidade celular conduzidos com o objetivo de determinar os valores de 1C50.
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Apds a determinacdo do valor de IC50, procedeu-se com 0s ensaios de potencial de
membrana mitocondrial. Conforme discutido por Hossain et al. (2019), acredita-se que 0s
analogos da curcumina, incluindo o analogo NC2603, possam apresentar afinidade com grupos
tiol presentes na membrana mitocondrial. A interagdo dos analogos com esses grupos tiol pode,
teoricamente, desestabilizar a membrana, levando a abertura de poros ou até mesmo a ruptura
da mesma, afetando, assim, o potencial de membrana (Hossain et al., 2019).

Surpreendentemente, contrariando essa hipdtese, observamos que o tratamento com o
NC2603 resultou em um aumento na diferenca de potencial de membrana (figuras 21 e 22), ou

seja, tornou o potencial mais negativo, ao invés de aproxima-lo do valor de potencial zero.
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Tanto o reagente JC-1 quanto o TMRE s&o corantes catidnicos, ou seja, possuem carga
positiva, 0 que 0s torna propensos a interagir com cargas negativas. Dado que as membranas
mitocondriais carregam uma carga negativa, esses reagentes tém afinidade por elas. A
intensidade dessa ligacdo esta diretamente relacionada ao grau de polarizacdo, ou seja, quanto
mais negativa a membrana, maior a afinidade dos reagentes por ela.

E importante observar que o reagente JC-1 tem a tendéncia de formar aglomerados,
conhecidos como J-aggregates, a medida que se ligam a membrana mitocondrial. No entanto,
quando n&o se ligam em grandes quantidades, permanecem na forma monomérica, denominada
J-monomer. Os agregados fluorescem na cor vermelha, enquanto os monémeros fluorescem na
cor verde. Essa técnica é amplamente empregada por pesquisadores, embora muitos relatem
desafios e resultados inconclusivos, como observados aqui (Figura 23). Por esse motivo, optou-
se pela utilizagcdo do TMRE.

FIGURA 21 — O grafico apresenta os resultados do ensaio de potencial de membrana mitocondrial utilizando o
reagente TMRE. Os niveis de luminescéncia sdo expressos por célula, refletindo os valores médios de
luminescéncia em uma Unica célula (*p < 0.02, **p < 0.008, ***p < 0.0006).

%k %k %k

*

%k %k
0.0257

0.020 T
0.0154 —

0.010-

Luminescencia

0.0054

0.000-



71

FIGURA 22 — Imagens obtidas nos ensaios utilizando o reagente TMRE. a, tratamento com o analogo NC2603 a
4 uM. b, tratamento com o analogo NC2603 a 2 uM. ¢, tratamento com curcumina a 4 uM, d, controle positivo,
tratado com CCCP a 10 uM. e, controle negativo utilizando o solvente DMSO <0,01% (barra de escala 100 pm)

FIGURA 23 — As imagens apresentam resultados dos ensaios de potencial de membrana mitocondrial apds o

tratamento com a, anadlogo NC2603 4uM, b, analogo NC2603 4uM, ¢, CCCP 10uM e d, , controle negativo
utilizando o solvente DMSO <0,01%.

Na Figura 23, observam-se diferencas na fluorescéncia nos tratamentos com o analogo

NC2603 em comparacdo aos controles com CCCP e DMSO. No controle positivo, a

fluorescéncia assume uma coloracgdo verde devido a sua interferéncia do CCCP na membrana
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mitocondrial, resultando na despolarizacdo da mesma e na conversao do reagente JC-1 para seu
estado monomeérico (J-monomer). No controle negativo com DMSO, a membrana permanece
integra, permitindo a ligagdo do JC-1 a membrana, resultando na formacao de agregados (J-
aggregate) que fluorescem em vermelho.

No entanto, no tratamento com o analogo NC2603, observa-se a presenca de ambas as
fluorescéncias, tanto verde quanto vermelha. Além disso, a fluorescéncia vermelha exibe
padrdes distintos em comparagdo ao controle com DMSO. Supde-se que essas observacdes
possam ser responsaveis pelos resultados quantitativos inconclusivos obtidos neste estudo.

Esse ndo foi o unico resultado que contrariou a hipétese inicial. Em vez do esperado
efeito antioxidante, observamos um aumento nas EROs (Figuras 24, 25 e 26) em resposta ao

tratamento com o andlogo NC2603, indicando a indugdo de estresse oxidativo.

FIGURA 24 — Os gréficos representam os resultados obtidos para a, avaliagdo de EROs utilizando o reagente
DCFH-DA, e b, avaliacéo de superdxido utilizando o reagente MitoSox. Os niveis de luminescéncia sdo expressos
por célula, refletindo os valores médios de luminescéncia em uma Unica célula (*p < 0.03, **p < 0.009, ****p <
0.0001).
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Ao analisar as imagens na Figura 25, observa-se uma discrepancia em relacdo aos
resultados apresentados no grafico da Figura 24. Visualmente, a fluorescéncia aparenta ser mais
intensa no controle positivo (Antimicina A 50uM). E importante ressaltar, no entanto, que o
gréfico representa a fluorescéncia de uma Unica célula. Em outras palavras, a fluorescéncia
gerada por uma Unica célula no tratamento com o analogo NC2603 €é superior aquela gerada

por uma célula tratada com Antimicina A.
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FIGURA 25 - Imagens obtidas nos ensaios utilizando o reagente MitoSox. a, tratamento com o analogo NC2603
a4 puM. b, tratamento com o analogo NC2603 a 2 uM. ¢, tratamento com curcumina a 4 uM, d, controle positivo,
tratado com Antimicina A a 50 uM. e, controle negativo utilizando o solvente DMSO <0,01%.

FIGURA 26 - Imagens obtidas nos ensaios utilizando o reagente DCFH-DA. a tratamento com o analogo NC2603
a4 pM. b, tratamento com o andlogo NC2603 a 2 uM. ¢, tratamento com curcumina a 4 puM, d, controle positivo,
tratado com Antimicina A a 50 uM. e, controle negativo utilizando o solvente DMSO <0,01%.

O aumento das EROs pode ser uma possivel explicagdo para o aumento da polarizagao
da membrana mitocondrial. A medida que a quantidade de EROs aumenta dentro das
mitocondrias, a diferenca de potencial entre a area interna e externa também aumenta,

resultando em uma membrana mais polarizada.
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7 CONCLUSAO

Apesar das diversas propriedades da curcumina, a sua baixa biodisponibilidade e a
necessidade de concentracdes elevadas para se alcancarem efeitos pronunciados limitam o seu
potencial terapéutico. No entanto, moléculas sintéticas e andlogas a curcumina tém
demonstrado resultados promissores em ensaios que avaliam sua atividade antitumoral.

Entre os andlogos da curcumina testados, o analogo NC2603 mostrou-se
particularmente citotoxico. Foi observado um efeito citotoxico mais marcante nas linhagens
tumorais BT-20 e MCF-7 em comparacao com a linhagem ndo tumoral HaCat, sugerindo uma
maior especificidade dos efeitos nas células tumorais. Isso sugere a possibilidade de uma
reducdo dos efeitos colaterais caso esses resultados sejam extrapolados para tratamentos em
pacientes. E importante destacar que o efeito citotoxico foi mais acentuado na linhagem BT-
20, que € associada a um pior progndstico.

Através da analise do transcriptoma obtido por meio de sequenciamento, foi possivel
elucidar alguns dos mecanismos de a¢do do analogo em estudo.

Embora ainda ndo seja um critério definitivo para a avaliagdo de efeitos antitumorais,
foi evidenciada atividade antimetastatica nos ensaios de migracédo celular na linhagem BT-20.
A partir do transcriptoma, propde-se que o mecanismo de acao do analogo envolve a modulagédo
dos genes EGR3, ATF3, EMP1, GADDA45B, SOCS3 e ZFP36. Destaca-se 0 gene EGR3 como
principal, uma vez que ele atua na regulacao das regides promotoras dos demais genes. Quando
induzidos, esses genes inibem a migracao celular, como foi sugerido por Shin et al. (2020).

Embora ndo tenham sido identificadas vias completas de morte celular moduladas ap6s
0 tratamento, os ensaios de citometria de fluxo demonstraram que o analogo é capaz de induzir
apoptose. Além disso, os ensaios de atividade de caspases levantaram a possibilidade de
envolvimento de vias e mecanismos ndo candnicos, como a ativa¢do do processo de apoptose
independente das caspases 3 e 7, bem como da p53, que néo foi observada como regulada no
transcriptoma.

Na linhagem MCF-7, o principal resultado obtido foi a alteragdo do ciclo celular.
Embora ndo tenha sido possivel determinar o0 mecanismo exato que desencadeou esse efeito,
surge a hipotese de que isso possa ter ocorrido devido a repressdo do gene ESR1, que codifica

0 receptor de estrogeno. Independentemente da maneira como o arrasto no ciclo celular se
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iniciou, € relevante destacar a inducdo do gene CDKN1A, que codifica a proteina p21, de
extrema importancia para o controle do ciclo celular e outras vias celulares.

No entanto, apesar dos resultados obtidos, ndo foi possivel determinar por quais vias
as células estavam passando em termos de morte celular, uma vez que os resultados dos ensaios
de citometria de fluxo utilizando Annexina V foram inconclusivos. Além disso, ndo foram
identificadas vias de morte celular no transcriptoma, tornando dificil estabelecer uma relagéo
entre os processos de alteracéo do ciclo celular e a morte celular.

Os ensaios de atividade antioxidante apresentaram resultados opostos aos esperados,
impossibilitando a avaliacdo e descricdo dos motivos e mecanismos subjacentes que levaram
ao aumento das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) em resposta ao tratamento com o
andlogo NC2603. No entanto, € plausivel inferir que este fendmeno possa estar relacionado a
inducdo da morte celular nas células da linhagem Caco-2 apds o tratamento. Embora esse
mecanismo ndo tenha sido investigado nas linhagens de cancer de mama, é possivel que
também ocorra nelas.

Outros ensaios de importancia significativa, como ensaios de genotoxicidade e
analises de Western blot para avaliar as proteinas envolvidas nos processos descritos aqui,
poderdo ser realizados em estudos futuros como parte de projetos subsequentes.

Em resumo, o analogo NC2603 demonstrou resultados superiores em comparacao com
a curcumina, o que confirma a hipotese inicial de que a sintese do analogo potencializa a
molécula. No entanto, ndo podemos afirmar com certeza qual é o principal mecanismo de acéo
do anadlogo NC2603. Esses resultados sao valiosos para pesquisas futuras que empreguem a
mesma abordagem, bem como contribuem para o enriquecimento da literatura no que se refere
a sintese de moléculas com atividades antitumorais, direcionando o foco para as vias descritas

neste estudo e a abordagem experimental utilizada.
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