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RESUMO

O osteossarcoma (OS) é um tumor 6sseo maligno que acomete principalmente adolescentes e
adultos jovens, tem comportamento agressivo e alto indice de disseminacao sistémica. Apesar
de uma gestéo terapéutica agressiva, com uma taxa de 75% sobrevivéncia, 40% dos pacientes
desenvolvem metastase em até 5 anos apos o diagnostico e a taxa de sobrevivéncia é reduzida
para 19% a 30%. Nesses casos, 0 OS torna-se uma das principais causas de morte entre as
patologias dsseas devido a auséncia de um alvo farmacoldgico eficaz. O objetivo de novas
estratégias terapéuticas tem sido reduzir a agressividade da doenca e combater a progressao
metastatica. Essas abordagens sdo cruciais para melhorar os resultados terapéuticos.
Atualmente, numerosos estudos estdo investigando os efeitos de compostos fendlicos com
potenciais propriedades anticancerigenas e atividade multialvo. No presente estudo,
investigamos a atividade antitumoral de analogos fenolicos derivados da curcumina em
linhagens celulares de OS e carcinoma de colon, e se esses achados poderiam estar relacionados
a alteracdes epigenéticas e regulacdo da proteina supressora de tumor p53, um potencial alvo
para novas terapias anticancerigenas. Para obter mais informacdes sobre a citotoxicidade de
analogos da curcumina, realizamos uma triagem preliminar em células de osteossarcoma U20S
(p53+/+) pelo ensaio de luciferase, que levou a sele¢cdo do composto 2615. Este composto em
particular, apresentou atividade citotdxica em células de carcinoma de célon HCT116 e de
osteossarcoma, U20S (p53+/+) e Saos-2 (p53-/-), reduzindo a viabilidade destas células em
baixas concentragdes. Pelo ensaio de luminescéncia, o analogo de curcumina 2615 levou a
inducdo de caspases 3 e 7 em células de OS, assim como a apoptose, em que foi mais eficaz em
células U20S (p53+/+). Estes efeitos, pelo menos em parte, estdo relacionados com o status do
supressor de tumor p53. Também identificamos que 0 2615 inibiu a migragdo das células U20S
(p53+/+) pelo ensaio de Wound Healing. Nosso trabalho mostra que o andlogo 2615 em baixas
concentracOes inibe o crescimento celular e pode afetar outras vias moleculares desreguladas
no cancer como a via das caspases 3/7 e apoptose, potencialmente através da via de sinalizacdo
da p53. Estes resultados indicam que o composto 2615 pode ser um candidato no
desenvolvimento de drogas antitumorais baseadas no mecanismos de modulacao de p53.

Palavras — chave: HDAC1,; analogos de curcumina; Sp1; alteracdes epigenéticas; p53.



ABSTRACT

Osteosarcoma (OS) is a malignant bone tumor that mainly affects adolescents and young adults,
displaying aggressive behavior and a high rate of systemic spread. Despite aggressive
therapeutic management, with a 75% survival rate, 40% of patients develop metastasis within
5 years of diagnosis, reducing the survival rate to 19% to 30%. In these cases, OS becomes one
of the leading causes of death among bone pathologies due to the absence of an effective
pharmacological target. The goal of new therapeutic strategies has been to reduce the disease's
aggressiveness and combat metastatic progression. These approaches are crucial for improving
therapeutic outcomes. Currently, numerous studies are investigating the effects of phenolic
compounds with potential anticancer properties and multitarget activity. In this study, we
investigated the antitumor activity of phenolic analogs derived from curcumin in OS and colon
carcinoma cell lines and whether these findings could be related to epigenetic changes and the
regulation of the tumor suppressor protein p53, a potential target for new anticancer therapies.
To gather more information on the cytotoxicity of curcumin analogs, we conducted a
preliminary screening in U20S osteosarcoma cells (p53+/+) using the luciferase assay, which
led to the selection of compound 2615. This compound exhibited cytotoxic activity in HCT116
colon carcinoma cells and osteosarcoma cells, U20S (p53+/+) and Saos-2 (p53-/-), reducing
the viability of these cells at low concentrations. Through the luminescence assay, curcumin
analog 2615 induced caspases 3 and 7 in OS cells, as well as apoptosis, which was more
effective in U20S cells (p53+/+). These effects are at least partially related to the tumor
suppressor p53 status. We also identified that 2615 inhibited the migration of U20S cells
(p53+/+) through the Wound Healing assay. Our work demonstrates that analog 2615 at low
concentrations inhibits cell growth and may affect other molecular pathways dysregulated in
cancer, such as the caspases 3/7 pathway and apoptosis, potentially through the p53 signaling
pathway. These results suggest that compound 2615 may be a candidate in the development of
antitumor drugs based on p53 modulation mechanisms.

Keywords - HDACL; curcumin analogues; Sp1; epigenetic changes; p53.
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1. INTRODUCAO

O osteossarcoma (OS) € um tipo de tumor 6sseo maligno caracterizado pela presenca de
células alteradas de origem mesenquimal-osteogénica. Em adolescentes, é o tumor 6sseo mais
comum, com alta incidéncia principalmente entre 15 e 25 anos. O diagndstico é feito com base
nos aspectos histopatoldgicos correlacionados com estudos radiolégicos. Nas ultimas décadas,
o tratamento com OS atingiu um platd e a resisténcia aos medicamentos ainda é um grande
desafio. Ao diagndstico, a presenca de metastase € um fator decisivo, com forte impacto na
sobrevida desses pacientes, que ao apresentarem doenga recorrente, continuam tendo um pior
progndstico mesmo com o uso combinado de quimioterapia e cirurgia. Os estudos clinicos mais
recentes, que estdo centrados na melhora dos resultados através da intensificacdo da terapia ou
incorporacdo de novos agentes terapéuticos, ndo tém sido bem-sucedidos. Resisténcia a drogas
e evolucdo clinica desfavoravel continuam sendo problemas que atingem aproximadamente
50% dos pacientes. Dessa forma, o foco das pesquisas tem se voltado para um maior
entendimento a respeito da biologia basica do OS. A etiologia do OS é desconhecida e a
natureza especifica das alteracbes genéticas que levam a sua tumorigénese e progressao
também. A regulagcdo epigenética associada ao silenciamento génico pode auxiliar no
entendimento da biologia envolvida com a transformacdo celular, além de indicar possiveis
candidatos a biomarcadores. Alguns destes alvos sédo os fatores de transcricdo Spl e p53,
capazes de regular a transcri¢do de genes relacionados a progressdo do ciclo celular, reparo do
DNA, angiogénese, invasao tecidual e apoptose. A compreensdo dos mecanismos bioldgicos
envolvidos com o surgimento e progressao desta neoplasia é essencial para auxiliar no
diagnostico, estimar o progndstico desses pacientes e abrir possibilidades terapéuticas. A
curcumina, um polifenol encontrado no acafrdo-da-india (Curcuma longa), possui capacidade
de aumentar a expressao e a atividade da p53, auxiliando na eliminacéo de células com potencial
maligno. Além disso, ela pode modular outras vias e moléculas associadas a p53, contribuindo
para suas propriedades anticancerigenas. No entanto, € importante destacar que a curcumina
possui baixa biodisponibilidade sendo rapidamente metabolizada no organismo, o que pode
impactar sua eficacia terapéutica. Sendo assim, o desenvolvimento de analogos de curcumina,
criados por meio de modificaces estruturais da molécula original (a fim de melhorar sua
eficécia e seletividade para alvos especificos), tem se mostrado promissor especialmente na

area de tratamento do cancer.
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1.1. Cancer
O cancer é uma doenca que se manifesta quando as células em uma parte especifica do

corpo comegam a se multiplicar de maneira descontrolada e formam um aglomerado de células
chamado tumor. Estes tumores podem ser benignos (ndo cancerigenos) ou malignos (cancer).
A historia do cancer é longa e complexa, remontando a milhares de anos(Ackerknecht, 1958;
Cairns, 1975; Haddow, 1936). Os registros mais antigos que sugerem o conhecimento do cancer
datam do Egito Antigo. Textos egipcios descrevem a remocao de tumores por cirurgia. Ja na
Grécia Antiga, Hipdcrates, o pai da medicina ocidental, cunhou o termo "carcinos" (a palavra
grega para caranguejo) para descrever tumores ulcerados, sugerindo uma semelhanga com a
forma de um caranguejo. Durante a Idade Média, muitos avancos na medicina foram perdidos,
e a compreensao do cancer estagnou, assim como, durante o Renascimento, em que houve um
retorno do interesse pela medicina e ciéncia, mas ainda ndo havia uma compreenséo clara do
cancer (David & Zimmerman, 2010). J& no século 18, comecaram a surgir observacdes mais
sistematicas sobre diferentes tipos de cancer e seus sintomas. Porém, somente no século 19 a
partir da invencdo do microscopio, aos médicos observaram as células cancerigenas pela
primeira vez e a teoria celular, que estabelece que todos 0s organismos sdo compostos de
células, foi fundamental para a compreensdo do cancer (Hajdu, 2012). Avancos significativos
foram feitos na compreensdo dos processos bioldgicos do cancer a partir do século 20. A
radioterapia e a quimioterapia foram introduzidas como métodos de tratamento (Sudhakar,
2009). Atualmente, a pesquisa molecular levou a uma compreensdo mais profunda das
mutacles genéticas que podem levar ao cancer. A terapia direcionada e a imunoterapia,
tratamentos mais precisos e menos invasivos, foram desenvolvidas. A pesquisa sobre o cancer
estd em constante evolucdo, com cientistas e médicos de todo o mundo trabalhando para
entender melhor a doenca, desenvolver tratamentos mais eficazes e, idealmente, encontrar uma
cura definitiva para varias formas de cancer (Tsimberidou et al., 2020). E importante notar que
a historia do cancer € repleta de desafios, avancos e esperanca continua na busca por tratamentos

melhores e, eventualmente, uma cura completa.

O céancer é um dos principais problemas de saude publica no mundo. A incidéncia e
mortalidade por esta patologia tem crescido devido ao aumento da expectativa de vida da
populacédo, além do crescimento demografico e o predominio de fatores de risco ao cancer.
Atualmente tem-se observado que a mudanca de habitos associados ao estilo de vida, como
alimentacédo inadequada e sedentarismo, tem contribuido para o desenvolvimento de neoplasias

malignas associadas a condi¢Bes socioecondmicas (Sung et al., 2021). A incidéncia de novos
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casos de cancer no mundo em 2020 foi de cerca de 19,3 milhdes e quase 10,0 milhdes de mortes
por cancer (excluindo cancer de pele ndo melanoma) (Sung et al., 2021). A estimativa para 0
Brasil, € de que para o triénio de 2023 a 2025 ocorrerdo 483mil casos novos de cancer, (704

mil se incluidos os casos de cancer de pele ndo melanoma) (INCA, 2023).

O cancer abrange mais de 100 diferentes tipos de doencas caracterizadas pela proliferacéo
celular desordenada, que por serem agressivas e incontrolaveis, desenvolvem a capacidade de
danificar e invadir tecidos adjacentes ou érgdos a distancia, podendo espalhar-se para outras
regides do corpo (Liu, 2018). O processo de formagéo (carcinogénese) e progressao tumoral é
influenciado por fatores como mutacdes genéticas (alteracbes no DNA) e/ou epigenéticas
(alteracBes quimicas no DNA) gque estimulam a expresséo de genes, que a principio sdo inativos
em células normais. S8o estes 0s oncogenes, genes supressores de tumor e genes de integridade
do genoma, e séo descritos como “genes do cancer”. Alteracdes nestes oncogenes possibilitam
que as células transformadas adquiram caracteristicas necessarias para sua proliferacdo
(Pecorino, 2016). Estas caracteristicas compdem os chamados “marcadores do cancer” que tem

sido uma ferramenta de entendimento sobre a complexidade dos fenétipos e genotipos do

cancer (Hanahan, 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Marcadores de Cancer. Sao reconhecidas atualmente oito capacidades funcionais, duas caracteristicas
habilitantes e quatro caracteristicas emergentes comuns aos tumores. Adaptado de (Hanahan, 2022).
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Outro fator importante na carcinogénese € o rearranjo dos componentes do microambiente
tumoral, tendo em vista que o desenvolvimento do cancer acompanha alteracGes no tecido
estromal. As células alteradas sdo capazes de modificar funcionalmente o microambiente em
que estdo inseridas, através da secrecdo de mediadores pro-inflamatorios necessarios para
conduzir a resposta inflamatdria aos locais de infec¢do e lesdo, além de reprogramacéo das
células ali presentes, que passam a fornecer fatores de crescimento e suporte estrutural,

auxiliando a progressdo tumoral (Hinshaw & Shevde, 2019).

1.2. Osteossarcoma

O osteossarcoma (OS) é um tumor maligno, agressivo e metastatico, que de forma geral
desenvolve-se em tecidos 6sseos primarios. Sdo neoplasias raras responsaveis por 3 a 5% dos
canceres infantis e adolescentes (Sadykova et al., 2020). Esse tipo de sarcoma possui predilecdo
por tecidos 6sseos de rapido crescimento. Sendo assim, o pico de incidéncia dessa doenca
ocorre dos 10-14 anos de idade, durante o desenvolvimento puberal (Rojas et al., 2021). Cerca
de 42% dos sitios de apresentacdo do OS séo as regides do fémur, 19% e 10% dos casos ocorrem
nas regides da tibia e do imero respectivamente. Existe ainda risco de fraturas patologicas nos
pacientes (S.-H. Park, 2023). Este cancer ¢é caracterizado pela formacao irregular do 0sso
imaturo ou tecido ostedide, assim como interagdes entre células neoplasicas e células do
estroma tumoral que também contribuem para o desenvolvimento e progressdo do tumor 6sseo
(Roessner et al., 2021). Embora a origem do OS seja desconhecida, as células-tronco
mesenquimais (CTM) precursoras dos osteoblastos sdo consideradas a origem potencial do
tumor, pois estas promovem a producdo e o depo6sito anormal da matriz ostedide (Tran &
Slavin, 2021), assim como, a predisposicdo genética associada a mutacGes nos genes
supressores de tumor retinoblastoma (Rb) e Tumor protein 53 (TP53), que resultam em perda

de sua expressdo (Czarnecka et al., 2020).

O microambiente tumoral exerce diversos efeitos nas CTMs néo diferenciadas. Diferentes
citocinas como SDF-1, MIF e TGF- recrutam essas células para o local do tumor, onde sdo
estimuladas pela rede paracrina, sofrendo uma série de transformacdes funcionais. A acao de
INF-y, TNF-a e IL-1a fortalece os efeitos promotores de crescimento das CTMs, enquanto INF-
v, TNF-a e TGF- aumentam a capacidade das CTMs de promover metastases tumorais. Além
disso, sob a estimulagdo do TGF-p, as CTMs podem diferenciar-se em fibroblastos associados

ao cancer (Zheng et al., 2018). Inicialmente, as CTMs se diferenciam em condrocitos durante
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0 processo de formacdo 6ssea endocondral até a adolescéncia, gerando nova cartilagem no local
de crescimento 6sseo e sendo gradualmente substituidas por células progenitoras osteogénicas
e osteoblastos para produzir osso (Alfranca et al., 2015). Interessantemente, a p53 atua como
um regulador negativo da osteoblastogénese em condi¢es normais, reprimindo fatores de
transcricdo como Osterix e Runx2 (Velletri et al., 2016), essenciais na fase inicial da
osteogénese nas celulas osteoprogenitoras (Han et al., 2017; Komori, 2018). No entanto, Runx2
pode atuar inibindo a fungéo do p53 na ativacao da apoptose, induzindo a transcri¢do de c-MYC
por modificagdes de histonas (Shin et al., 2016). Isso explica os niveis elevados de expressdo
de Runx2 nas células do sistema operacional. Runx2 pode ter um papel duplo como supressor
de tumor e oncoproteina, dependendo de seus niveis e contexto celular, bem como de sua
regulacao (Squire et al., 2011). As CTMs sdo uma fonte de células precursoras osteogénicas
que originam os osteoblastos. Portanto, mutagdes no gene TP53 dessas células podem levar a
defeitos no controle do crescimento celular, aumentando o risco de desenvolvimento de OS
(Molchadsky et al., 2008). Entretanto, as mutacdes ndo sao o evento mais comum nesse tipo de
tumor. Pelo contrério, ele é mais caracterizado pela desregulacdo da expressdo de genes
supressores de tumor, como retinoblastoma (RB1) e TP53, ruptura da estrutura cromossémica
e ciclos celulares descontrolados. 1sso sugere a possibilidade de um defeito na vigilancia ou nos
mecanismos de reparo do DNA como uma das possiveis causas da génese do tumor (Martin et
al., 2012; Tang et al., 2008). As células de OS manifestam um alto nivel de instabilidade
gendmica e partes do cromossomo 17q onde estd localizado o gene TP53, sofrem eventos
mistos de duplicacdo e delecdo (Lau et al., 2003), 0 que pode ser a causa da proliferacao

neoplasica descontrolada dessas células (Figura 2).
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Figura 2. Representacéo esquematica do possivel desenvolvimento do OS.
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O tecido 0sseo é altamente especializado e envolve uma intrincada rede de comunicacéao
entre células 6sseas e imunoldgicas, mediada por citocinas e outros mediadores quimicos. Por
exemplo, a formagéo de osteoclastos depende da interagédo entre o ativador do receptor do fator
nuclear kappa-B (RANKL), produzido por osteoblastos e células T ativadas, e o fator
estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF), produzido por células do sistema
imunoldgico. O RANKL regula a diferenciacdo dos osteoclastos, enquanto o0 M-CSF estimula
a expressdo de RANKL por celulas precursoras de osteoclastos, como mondcitos e macrofagos.
Além disso, varias substancias segregadas pelas células imunitarias podem modular a formacéo
de osteoclastos, criando uma rede de comunicagdo complexa que desempenha um papel
significativo no desenvolvimento tumoral (Gaspar et al., 2020). A desregulacdo desses fatores,
Ou a exposicao a novos estimulos como citocinas pré-inflamatdrias e pro-tumorais, podem
causar um desequilibrio entre a diferenciacdo e a proliferacdo celular, contribuindo para um

fendtipo maligno.

Existem varios subtipos de OS, que podem ser classificados (de acordo com a aparéncia
das células vistas ao microscopio), em alto grau, de grau intermediario e de baixo grau. Os
osteossarcomas de baixo grau, assim como 0s de grau intermediario sdo pouco comuns e de
crescimento mais lento, ja o osteossarcoma de alto grau € o mais prevalente. Este apresenta
rapido crescimento e desdiferenciacdo e reflete o tipo de matriz predominante, podendo ser
osteoide (osteobléastico), condroide (condroblastico) ou fibrosa (fibroblastico) (Kuijjer, 2013).
Grande parte dos casos de OS apresentam-se como doenca localizada ao diagnéstico. Quando
h& a disseminacdo de um foco tumoral a distancia do tumor original por meio da via
hematogénica, as células cancerosas atingem comumente os pulmdes. Os pacientes que
apresentam metéstases a distancia, possuem taxa de sobrevivéncia de cerca de 20% (C. Yang
et al., 2020). O OS localizado no sitio primario, pode ser tratado de forma convencional com
cirurgia, quimioterapia e radioterapia (Lindsey et al., 2017) e cerca de 70% destes sdo curados.
Entretanto, dos individuos que sofrem metastase a distancia apresentam sobrevida de 5 anos
apos o diagnostico (Fan et al., 2020). A identificacdo de novas estratégias terapéuticas que
objetivem reduzir a agressividade da doenca e combater a progressdo metastatica é essencial
para o tratamento dos pacientes.
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1.3. Alvos moleculares da terapia anticancer

A molécula de DNA é o alvo de muitas drogas anticancerigenas utilizadas clinicamente em
terapias de tratamento do cancer. O impacto destas na estabilidade do genoma celular é um
reflexo de sua capacidade de interagirem direta ou indiretamente com o DNA celular e a
capacidade das células em anular ou atenuar os efeitos desta interacdo. As fontes potenciais de
danos no DNA incluem fatores enddgenos, como aqueles gerados por atividades metabdlicas
(espécies reativas de oxigénio e replicacdo do DNA) e fatores exdgenos, como agentes
ambientais (raios ultravioleta [UV] e radiagdo ionizante) ou agentes quimioterapicos
(O’Connor, 2015). Esses danos no DNA criam alteragOes estruturais que podem prejudicar a
transcricdo génica e a replicacdo do DNA, comprometendo as fun¢des celulares vitais (Basu,
2018). Para neutralizar a ocorréncia constante de lesdes ao DNA, as células desenvolveram
sistemas complexos de reparo, responsaveis pela manutencdo da integridade do material
genético.

Muitas drogas causam danos no DNA que ativam vias de sinalizacdo celular que
desencadeardo os mecanismos de resposta ao dano no DNA (RDD) e determinardo a
sobrevivéncia ou a morte celular. Desta forma, a RDD é um elemento determinante no sucesso
de terapias de tratamento do cancer que empregam agentes quimioterapicos cujo alvo é o DNA
(Jiang et al., 2021). A RDD ¢ disparada a partir da deteccdo de lesées no DNA, o que pode
resultar em arraste do ciclo celular como forma de assegurar o reparo das lesdes do DNA. De
acordo com o tipo de leséo, diferentes vias de reparo do DNA sdo ativadas, sendo as principais
as de reparo por excisdo de bases (REB), que remove lesdes causadas por oxidacdo de bases; a
de reparo por excisdo de nucleotideos (REN), que remove lesdes que distorcem a dupla hélice
do DNA; a de reparo por pareamento erroneo (RPE), que remove nucleotideos inseridos
erroneamente no processo de replicacdo do DNA; a de recombinagdo homdloga (RH) e a de
juncdo de extremidades ndo homdloga (JENH), duas vias implicadas no reparo de lesdes que
atingem ambas as fitas do DNA (Gentile et al., 2016). Essa RDD protege contra a instabilidade
gendmica, que é uma caracteristica no desenvolvimento do cancer (Hanahan, 2022). O dano ao
DNA e o estresse da replicacdo sdo maiores nas células com lesGes pré-cancerosas, assim como
em tumores, comparados com aqueles em tecidos normais, sugerindo que o estresse da
replicacdo também contribui para instabilidade gendmica (Chabanon et al., 2021). A regulacéo
destas vias tem participacdo de varios fatores de transcricdo, que regulam de forma direta e
indireta genes de reparo do DNA, porém, atuam também como parte da maquinaria proteica de

reparo de DNA (Chatterjee & Walker, 2017).
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O gene TP53 desempenha um papel critico na regulagéo do ciclo celular e da apoptose,
e seu produto (a proteina p53) € sintetizado em resposta a situacdes de estresse devido a tensdes
como danos ao DNA, hipdxia e ativacdo de oncogenes. Este gene frequentemente sofre selecédo
negativa durante a transformacao tumorigénica. Mutag6es no gene TP53 em resposta a danos
no DNA podem promover ciclos celulares descontrolados, inibir a senescéncia e a morte celular
por apoptose, aumentando assim a instabilidade gendmica. Isto leva a um acimulo de mutacdes
e a sobrevivéncia celular, aumentando por sua vez o risco de transformacéo maligna, incluindo
0 desenvolvimento de OS (Z. Chen et al., 2016). A ocorréncia de mutacgdo no OS foi investigada
em um estudo no qual o exoma completo e o sequenciamento de RNA de 59 pares de amostras
tumorais/normais revelaram que apenas o gene supressor de tumor TP53 apresentou mutacéo
com frequéncia significativa em todas as amostras. A taxa média de mutacdo somatica nao
silenciosa foi de 1,2 muta¢cfes por megabase, com uma mediana de 230 rearranjos somaticos
por tumor. Houve grande heterogeneidade genética intratumoral, com presenca de cadeias
complexas de rearranjos e mutaces em quase todos os casos (Kovac et al., 2015; Perry et al.,
2014). A analise tumoral por sequenciamento regional do exoma e do genoma completos em
86 regides tumorais de 10 pacientes com OS revelou uma disparidade genémica evolutiva entre
0 OS primério e suas metastases pulmonares, onde as metastases exibiram uma maior carga
mutacional e instabilidade gendmica em comparacdo ao tumor primario. Foram encontradas
mutacGes em genes que fazem parte da via de sinalizacdo celular chamada PI3K-Akt nos
estagios inicial e tardio da evolucdo do tumor e na via MAPK no estagio metastatico. No
entanto, as metastases mostraram melhor imunogenicidade, incluindo aumento da carga de
neoantigenos e da expressdo do gene da superfamilia das imunoglobulinas, o PD-L1, tendo
mais linfdcitos infiltrantes em comparacao com o tumor primario. Isto sugere que as metastases
devem ser tratadas separadamente dos seus tumores originais por meio de terapia personalizada
de metéstases, que requer analise genética em tempo real ap6s metastase pulmonar (D. Wang
et al., 2019). Mutacdes silenciosas nos genes TP53 e/ou RB1 foram relatadas como a principal
causa do desenvolvimento esporadico de OS (Velletri et al., 2016). Estudo in vitro e in vivo
comparando MSCs com ceélulas OS direcionadas para TP53 e RB1 usando camundongos
transgénicos com esses genes silenciados em mostrou que excluindo apenas TP53, a incidéncia
de OS poderia atingir 60% dos casos (Lin et al., 2009).

Entre os possiveis mecanismos que contribuem para o desenvolvimento do OS estdo
alteracdes na expressao anormal de oncogenes e de genes supressores tumorais desencadeada
por eventos genéticos e epigenéticos leva a desregulacdo de importantes vias de sinalizacao

Pagina | 26



celular, criando assim um ambiente favoravel a transformag&o maligna. 1sso ocorre porque ha
maior renovacao 6ssea durante a fase de crescimento e, assim, amplia-se a possibilidade de
ocorréncia de defeitos no processo de diferenciacdo e nas vias de sinalizacdo (Ottaviani & Jaffe,
2009). A p53 esta envolvida em uma série de processos epigenéticos que afetam a expressdo
génica e, portanto, desempenha um papel crucial na regulacdo do desenvolvimento celular
normal, bem como na prevencdo do crescimento descontrolado das células, como visto em

canceres.

As alteracdes epigenéticas correspondem a diversas modificagfes quimicas no DNA e
na cromatina, esta envolvida na expressao de genes especificos e no silenciamento ou ativacdo
génica, podendo atuar prevenindo a insercdo de agentes mutagénicos em outras partes do
genoma (Hogg et al., 2020). A epigenética teve um crescimento exponencial de publica¢des na
Gltima década sendo apontada como importante fonte de novas terapias para o cancer. O
controle da atividade da cromatina realizado pela acetilacdo das histonas representa
modifica¢Bes pos-traducionais com implicagbes funcionais para diversos processos celulares
(Shvedunova & Akhtar, 2022). Quando a lisina presente nas caudas N-terminais das histonas
esta acetilada, a cromatina apresenta-se relaxada possibilitando a ativagdo da transcri¢ao génica
naquela regido, ja a deacetilacdo de residuos de lisina esta associada a cromatina condensada o
que causa um impedimento na transcri¢do dos genes presentes naquela regido (Eckschlager et
al., 2017). A acetilacdo e deacetilacdo em residuos de lisina € controlada pela agdo oposta de
duas enzimas que atuam na regulacdo génica. Estas reagdes séo catalisadas por enzimas com
atividade "histona acetiltransferase” (HAT) ou "histona deacetilase” (HDAC) que adicionam
ou removem grupos acetil respectivamente (Lock, 2018) (Figura 3). Diversas formas de HATSs
e HDACs tém sido identificadas, dentre elas, coativadores que podem interagir com reguladores
de transcricdo (K. Yu et al., 2020). A deacetilacdo aumenta as interagfes i0nicas entre as
histonas carregadas positivamente e o DNA carregado negativamente, produzindo uma
estrutura de cromatina mais compacta, reprimindo a transcri¢ao génica por impedir o acesso da
maquinaria de transcri¢do naquele local (Seto & Yoshida, 2014), ja a acetilacdo de histonas tem
sido associada a outras fun¢des do genoma, como montagem da cromatina mais frouxa

influenciando no reparo e na recombinagdo do DNA (Y.-J. C. Chen et al., 2022).
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Figura 3. Modificacdes na estrutura das histonas mediadas por HAT e HDAC. A figura mostra o residuo de lisina
sofrendo acetilacdo (acdo HAT) e deacetilagdo (acdo HDAC). Adaptado de (Verza et al., 2020).

As modificag¢Oes nas cadeias das histonas definem o compactamento ou relaxamento da
cromatina através do recrutamento e ligacdo de diversas proteinas especificas, funcionando
como uma maquinaria epigenética (Shvedunova & Akhtar, 2022). Esta informacéo epigenética
é um importante componente na regulacdo da expressdo génica ja que a quebra da integridade
epigenética tem sido associada a diversas doencas, incluindo canceres (Ghasemi, 2019; Hogg
et al., 2020). A adicdo do grupo acetil no residuo de lisina neutraliza sua carga positiva, altera
a estrutura do aminoacido e bloqueia outras modificacdes neste local especifico (Tamkun et al.,
1992). Esta alteracdo epigenética esté relacionada a distlrbios e doengas por participar de varios
processos fisioldgicos atuando em sinergia com fatores de transcricdo, oncoproteinas e
quinases, afetando a estabilizacao proteica, ativando ou inibindo a transcricdo génica e o reparo
do DNA (Gil et al., 2017).

As HDACs sdo uma familia de enzimas que possuem papéis importantes em diversos
processos bioldgicos, principalmente por apresentarem atividade repressiva na transcricdo
génica (Gray et al., 2001). As HDACSs sdo classificadas como enzimas com capacidade de

remover grupos acetil (O=C-CH3) de uma lisina 4acido amino &-N-acetil em uma histona, esse
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evento permite que as histonas tenham a capacidade de compactar o DNA (RUIJTER et al.,
2003) A atividade enzimatica que catalisa a deacetilagdo das histonas, foi descoberta pela
primeira vez em 1969 (Inoue & Fujimoto, 1969). Sdo enzimas que possuem um dominio
catalitico que requer um ion Zn?* (Classes I, Il e 1V) ou NAD+ (Classe I11) (Seto & Yoshida,
2014) (Figura 4).
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Figura 4. Organizagdo esquematica das HDACs classe I, |1 e IV mostrando os dominios cataliticos dependentes de
Zn?* em azul, dominios cataliticos dependentes de NAD* em rosa, localizagdo nuclear em amarelo, e 0 dominio
de ligacdo a ubiquitina da HDAC6 em marrom. Adaptado de (Verza et al., 2020).

Em humanos, existem 18 enzimas HDACs que estdo divididas em quatro classes: as
proteinas semelhantes a Rpd3 de Classe | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS) possui
localizagdo nuclear (Werbeck et al., 2020); as proteinas semelhantes a Hdal de classe lla
(HDAC4, HDACS5, HDAC7 e HDAC9) e IIb ( HDAC6 e HDAC10) que tem expressao
especifica no tecido e podem ser transportadas entre o ndcleo e o citoplasma, iSso sugere que
essa classe de HDACs pode estar envolvida na acetilagdo de proteinas ndo-histonas (S. Y. Park
& Kim, 2020); as proteinas de classe 11 sdo do tipo Sir2 (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5,
SIRT6 e SIRT7) o padrdo de expressdo especifico desta classe € desconhecido e esta classe
possui mecanismos que diferem das outras duas classes (G. E. Adams et al., 2018); e a proteina
da classe IV (HDAC11) que é homdloga tanto em classe | como em classe 11 (RAINA et al.,

2019). Evidéncias sugerem que as HDACs também podem deacetilar proteinas ndo-histonas
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tais como receptores de hormonios, proteinas chaperonas e do citoesqueleto, que regulam a

proliferacdo e a morte celular (Narita et al., 2019).

As HDACs podem formar complexos de silenciamento génico com receptores nucleares
guando ndo ha um ligante especifico (Lane & Chabner, 2009). Estudos indicam que as HDACs
podem regular a expressao de varios genes através da interacdo com fatores de transcricao,
como STAT3 (Renetal., 2021), NF-xB (W. Lu et al., 2021), IL-10 (Stanfield et al., 2021), p53
(Zhu et al., 2022), E2F1 (Yun et al., 2022), entre outros (Shvedunova & Akhtar, 2022). A
auséncia de HDAC1 leva a atividade deacetilase reduzida e a hiperacetilagdo de outras histonas,
assim como o aumento na expressao de HDAC2 e HDAC3 em células deficientes em HDAC1,
nédo e capaz de compensar a perda da HDACL, sugerindo uma funcdo exclusiva desta enzima
(Lagger et al., 2002). O HDAC4 foi descrito como um regulador importante na hipertrofia de
condrdcitos (Gu et al., 2022), podendo apresentar papéis gerais para as HDACSs de classe Il no
controle da hipertrofia celular (Turkman et al., 2022). A descoberta das enzimas HDACL1 e
HDAC2 foi relatada em 1996 (Taunton et al., 1996; W. M. Yang et al., 1996), ja a HDAC3 foi
descritaem 1997 (W. M. Yang et al., 1997). AsHDACs 4, 5 e 6 foram caracterizadas no mesmo
ano, em 1999 (Grozinger et al., 1999). A HDAC7 em 2000 (Kao et al., 2000). Muitas formas
diferentes de HDACs podem surgir, por polimorfismos nos nucleotideos (Dondu et al., 2021)
ou por splicings alternativos (Rahhal & Seto, 2019). Isoformas diferentes da proteina HDAC9
por exemplo, ja foram observadas (Petrie et al., 2003) e embora tenham semelhantes fungdes
de regulacdo no transporte citoplasmatico nuclear e ligacdo direcionada ao DNA as HDACs4,
HDACS5, HDAC7 e HDAC9, tem origem em diferentes genes e ndo séo isoformas entre si (Seto
& Yoshida, 2014; Witt et al., 2009).

As HDACs tém sido estudadas extensivamente, principalmente por seu papel no cancer
(Ruzic et al., 2022), em contraste, ndo foram descritas aplicagdes clinicas para as HATS, porém,
elas podem desempenhar papéis importantes em doencas inflamatérias, cancer e desordens
neuroldgicas ja que a acetilacdo de histonas leva a um DNA menos condensado e ao aumento
datranscricdo génica (Brownell & Allis, 2021). As HATs podem atuar sobre diversos substratos
celulares como histonas, fatores de transcri¢do, enzimas e receptores nucleares (Y.-J. C. Chen
et al., 2022). Apesar de seu potencial, o desenvolvimento de inibidores de HATs mostrou-se
desafiador e uma grande lacuna permanece entre a atividade biologica dos iHATs em estudos
in vVivo e seu Uso como agentes terapéuticos, pois em camundongos o knock-out de muitos

genes HAT é incompativel com a vida (Gupta et al., 2008).
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1.4. Inibidores de HDAC (iHDAC)

Nas ultimas décadas, tem-se descoberto uma classe de inibidores como foco no bloqueio
de atividade das HDACs. Estes inibidores sdo capazes de impedir o silenciamento génico
através da hiperacetilacdo de histonas, atuando sobre a regulacdo da expressdo génica, além de
influenciar o crescimento celular, diferenciacdo e inducdo de apoptose em neoplasias
(Bouyahya et al., 2022). O efeito dos iHDAC nédo esta restrito as proteinas histonas, esses
inibidores também podem atuar sobre proteinas ndo-histonas, fatores de transcrigéo,
reguladores, mediadores de transducdo de sinal, enzimas de reparo do DNA e proteinas
chaperonas (Banik et al., 2019; Kulka et al., 2020) (Figura 5).

Proteinas
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Figura 5. Algumas vias que sofrem alteracdo induzida pela atividade das HDACs. A acetilacdo e deacetilagio de
histonas altera a atividade da cromatina causando importantes alteracBes epigenéticas. Além de alterar também a
atividade de proteinas ndo-histonas, como fatores de transcri¢do, chaperonas e proteinas estruturais, influenciando
a atividade de diversas vias e do controle do ciclo celular, da apoptose, da diferenciacdo, da angiogénese e da
invasdo celular. Adaptado de (Verza et al., 2020).

Tem surgido grande interesse em produzir essas drogas para melhor compreensao das
fungdes das HDACSs, além de investigar os potenciais anticancerigenos desses inibidores (Ruzic
et al., 2022). A maioria das HDACs possui um sitio ativo dependente de Zn?* que pode ser
inibido por compostos que possuem a habilidade de quelar este ion (Kim et al., 2017). Os
iHDAC utilizados atualmente possuem um farmacéforo que pode ligar-se a este sitio ativo e
bloguea-lo (H. T. Qin et al., 2017).A eficécia pre-clinica dos iHDACSs acontece pela ativacéo
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génica promovida por eles, que esta relacionada com o sucesso na hiperacetilacdo das caudas
N-terminais das histonas, causando alteracdo na arquitetura da cromatina que ao acontecer,
possibilita o acesso de fatores de transcricdo aos promotores génicos (H. Xu et al., 2021). Os
iHDAC podem ser compostos naturais ou sintéticos que diferem entre si na especificidade dos
alvos de atuacédo (Ho et al., 2020). Muitos compostos estruturalmente diversos podem se ligar
as HDAC:s e inibir a atividade enzimatica, eles sdo categorizados em duas grandes classes:
inibidores seletivos de isoforma HDAC e pan-inibidores, que atuam contra todas as HDACs de
classe | (Y. Cheng et al., 2019). Os pan-inibidores englobam diversas classes de inibidores
sintéticos e naturais de HDAC, e sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica como
acidos hidroxamicos e carboxilicos alifaticos, benzamidas, peptideos ciclicos e inibidores de
sirtuina (H. T. Qin et al., 2017).

Células do sistema imune que apresentam acumulo excessivo de histonas acetiladas
podem apresentar funcdes alteradas (Hull et al., 2016), sendo assim, é de extrema importancia
selecionar atentamente as iIHDAC para o tratamento de doencas como o cancer, por exemplo.
Os IHDAC tornam as células cancerigenas mais sensiveis ao tratamento imunoterapico
aumentando a expressdo de antigenos presentes no tumor e atuando como imunomoduladores
(Burke et al., 2020). A atividade anticancer observada nos iIHDAC engloba diversos eventos
moleculares e fisioldgicos, como a superexpressao do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), HIF-1a e sintase do oxido nitrico endotelial (eNOS) (Ribatti & Tamma, 2020) e
TGFp1 (C. Huang et al., 2019). A apoptose de células tumorais induzida por iHDAC esta
associada a sua capacidade seletiva de regulacdo das vias pro-apoptéticas (Newbold et al.,
2016), o que ndo acontece nas células normais (Bolden et al., 2013). Os iHDAC a base de acido
hidroxdmico incluem abexinostat, acido suberoil-bis-hidroxamico, belinostat, givinostat,
pracinostat, panobinostat, quisinostat, resminostat, tricostatina A (TSA) e vorinostat cuja
estrutura, e a de outras HDAC:is, sdo apresentadas na (Figura 6).

A funcdo do grupo acido hidroxamico é quelar com zinco que esta localizado no sitio
ativo das enzimas. O belinostat, o panobinostat, o vorinostat e a TSA sdo capazes de inibir
todas as classes de HDACSs. No entanto, a TSA possui alta toxicidade (Su et al., 2021). Esses
compostos podem inibir todas as classes de HDACs. Os iHDAC compostos por acidos graxos
de cadeia curta sdo o acido valpréico (AVP) com atividade voltada as HDACs de classe I e lla,
os &cidos butirico e fenilbutirico que atuam sobre as HDACs das classes | e Il, sendo os
inibidores menos potentes desta classe (Peng & Seto, 2011). O grupo de drogas que também

interage com 0 zinco sdo os derivados de benzamidas, que inclui o entinostato um iHDAC de
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classe I, a tacedinalina, 4SC202, o mocetinostato, inibidores seletivos de HDAC classe 1 e IV e

a romidepsina que € um inibidor de classe | (EImallah & Micheau, 2019).

Acido hidroxamico

N0 0 ‘: | o) 0
UL OH! ‘HO.,
/““Nw” o NWl -
H L L B ) P H__..: CH3 CHa e N,CHs
|
Vorinostat TSA CHs;
S
X COOH
N © HaC
g )
Hi3C™ 2
Benzamida Etinostat Acido valproico

Figura 6. Estruturas de alguns iHDACs conhecidos. Adaptado de (Verza et al., 2020).

Até 0 momento a agéncia federal do Departamento de Salde e Servigos Humanos dos
Estados Unidos - Food and Drug Administration (FDA) aprovou os iHDAC vorinostat (SAHA)
(Marks & Breslow, 2007), romidepsina (FK-228) (Gryder et al., 2012), belinostat (PXD-101)
(Steele et al., 2008) e panobinostat (LBH 589) (Revill et al., 2007) para o tratamento de linfoma
cutaneo de células T, linfoma de células T e mieloma multiplo, quando o paciente ndo responde

ao tratamento convencional.

Os iIHDAC voltados para a classe Ill, visam as sirtuinas que contém NAD®, tém
demonstrado efeito no tratamento de distarbios cardiovasculares, neurodegenerativos e
envelhecimento (Houtkooper et al., 2012). A SIRT1, a mais estudada até o0 momento, interage
com proteinas presentes nos mecanismos de reparo ao dano no DNA através de deacetilacéo,
recrutando-as para o local da lesdo (Alves-Fernandes & Jasiulionis, 2019). Seu papel pode ser

apontado como guardido da estabilidade gendmica, no entanto, o vinculo desta enzima com o
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inicio e progressao do cancer ainda permanece incompreendido. Os iIHDACSs tém surgido como
uma nova classe em potencial de agentes anticancer, pois afetam a diferenciacao e proliferacdo
de células atipicas, apoptose, reparo ao DNA, morte celular programada e angiogénese in vitro
e in vivo (Rettig et al., 2015; Wu et al., 2018; Q. Xu et al., 2020). Atualmente, estdo em
desenvolvimento diversos inibidores de HDAC em varios estagios de ensaios clinicos contra
canceres, de forma isolada ou sinérgica com terapias usuais contra o cancer, como radioterapia,

quimioterapia, fototerapia, terapia alvo e imunoterapia (Zhou et al., 2021).

1.5. Inibidores alternativos

Apesar de os iIHDAC sintéticos utilizados atualmente terem seus efeitos comprovados
em ensaios clinicos, estes ndo sdo seletivos e ainda apresentam efeitos adversos indesejaveis
(Suraweera et al., 2018), sendo assim, a busca por inibidores alternativos potencialmente
seletivos destas isoenzimas, se faz necessaria. Uma alternativa é a pesquisa de produtos naturais
e seus derivados capazes de inibir as alteragdes epigenéticas geradas por alteracfes na expressao
génica, com menor risco ao paciente (X. Qiu et al., 2021).

Um dos mais efetivos inibidores de deacetilases de histonas é a TSA, um alcaloide
natural derivado do &cido dienohidroxamico, extraido de espécies do género bacteriano
Streptomyces. Sua atividade antiproliferativa foi investigada, e descobriu-se que causa um
acimulo de histonas acetiladas em linhagens de células tumorais, de modo que o DNA se
apresenta menos disponivel para transcri¢do (Yoshida et al., 1990). A TSA continua sendo um
dos inibidores de HDAC mais poderosos disponiveis atualmente, e seu estudo tem sido
estendido para outras terapias epigenéticas (Y. Yu et al., 2022). A psammaplina A (PsA) é um
produto natural derivado de bissulfetos de bromotirosina isolado de algumas espécies de
esponjas marinhas (Arabshahi & Schmitz, 1987). Este composto tem sido descrito como
inibidor de atividades enzimaticas que implicam em controles epigenéticos, como as HDACs e
as DNA metiltransferase (DNMT) (Baud et al., 2012; Pifia et al., 2007), além de apresentar
atividade citotoxica (Y. Park et al., 2003) e antiproliferativa em linhagens cancerigenas (Bao et
al., 2021).

O Largazole € um depsipeptideo macrociclico isolado de cianobactérias marinhas do
género Symploca (Taori et al., 2008) que apresenta atividade antiproliferativa por inibicdo das
HDACSs de classe | (Al-Awadhi et al., 2020), sendo um pro-farmaco promissor no tratamento

epigenético direcionado, assim como 0S compostos provenientes deste potente agente
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anticancer (Junker et al., 2022). Diversos produtos naturais apresentam atividade reduzida de
iIHDAC, porém a modificacdo na estrutura quimica desses compostos organicos pode produzir
analogos com alta atividade inibitoria. O FK228 (FR901228), conhecido como depsipeptideo
(peptideo em que um ou mais dos seus grupos amida sdo substituidos por éster) é produzido
por Chromobacterium violaceum, apresenta potencial IHDAC e atividade antitumoral in vivo
(UEDA et al., 2012), seus analogos foram confirmados como promissores agentes anticancer.
Alguns destes foram responsaveis pela inibicdo do complexo HDAC/PI3K induzindo apoptose

em células cancerigenas humanas (Pojani & Barlocco, 2020).

Compostos naturais obtidos a partir de plantas como o resveratrol e a epigalocatequina-
3-galato (EGCG) podem induzir alteracGes epigenéticas, aumentando a sensibilidade de células
tumorais a medicamentos quimioterapicos e reduzindo a multiplicacdo e diferenciacdo de
células malignas (Maleki Dana et al., 2022). O resveratrol ¢ um polifenol natural,
biologicamente ativo que pode ser encontrado principalmente em sementes de uva e possui
aplicacdo terapéutica no tratamento de diversas doengas, incluindo o cancer (Espinoza et al.,
2019; D. D. Huang et al., 2020; R. Yang et al., 2022). O resveratrol induziu a expressao de
genes responsaveis por desencadear o processo de apoptose em células de cancer de mama,
processo mediado por eventos epigenéticos, especificamente acetilacdo de histonas (Izquierdo-
Torres et al., 2019). O tratamento com resveratrol em conjunto com a quercetina, inibiu a
expressao de HDACs em células de cancer de boca (V. Singh et al., 2020), o que pode ser uma
alternativa interessante na busca de compostos naturais aditivos e sinérgicos com atividade

epigenética, no tratamento de neoplasias no futuro.

A EGCG é um antioxidante natural, abundante no cha verde, que apresenta propriedades
farmacoldgicas e antioxidantes, sendo capaz de ativar caspases, induzir apoptose e alterar a
expressao de proteinas reguladoras do ciclo celular em células tumorais (F. Li et al., 2021). O
tratamento com este polifenol reduziu significativamente a atividade das HDACs de classe |
em células leucémicas (Moradzadeh et al., 2018) e de cancer de prostata (Deb et al., 2019). A
EGCG apresenta amplo potencial epigenético, podendo afetar a expressdo de moduladores do
epigenoma em células normais (Ciesielski et al., 2020) e tumorais (F. Li et al., 2021). Um
grande numero de compostos ja foi purificados e isolados a partir de vegetais e possuem
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e antitumoral (Atrahimovich et al., 2021; Seca &
Pinto, 2018). Dentre estes, os flavonoides representam um extenso grupo de polifendis obtidos
a partir de plantas com propriedade citotoxica em linhagens cancerigenas e efeitos adversos

reduzidos em células normais. Estes compostos fendlicos representam uma classe de
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metabdlitos secundarios biologicamente ativos em pla ntas e possuem baixo peso molecular
(Davies et al., 2020).

1.6.Anélogos de curcumina

Outro possivel iHDAC ¢ a curcumina (diferuloilmetano), um composto polifendlico
presente no acafrdo, componente ativo da planta herbdcea Curcuma longa (X. Qiu et al., 2021).
Muito conhecida por apresentar acdes farmacoldgicas diversas, contra vérias doencas,
incluindo o cancer (Zoi et al., 2021). E composta por 75% de curcuminoide, 10-20% de
dimetoxicurcumina e 5% de bisdemetoxicurcumina (Shirsath et al., 2017). A curcumina pode
alterar diversas vias de sinalizagdo molecular importantes, responsaveis por modular a
sobrevivéncia celular, as respostas inflamatorias, reducdo da expressdo de genes como o fator
de necrose tumoral (TNF), moléculas de adesdo, interleucinas, quimiocina receptor tipo 4
(CXCR-4) e proteina C-reativa (Costa et al., 2022; L. Deng et al., 2021; M. Li et al., 2022; Ni
et al., 2021; Sethy et al., 2021).

Atualmente diversos pesquisadores tém buscado desvendar os potenciais mecanismos
epigenéticos da curcumina e sua acdo como agente de ligacdo ao DNA e interacdo com fatores
de transcricdo. As atividades anticancer deste polifenol sobre as mudancas reversiveis na
expressdo génica incluem a inibicdo de DNA metiltransferases (DNMTs) (Fabianowska-
Majewska et al., 2021), microRNAs (miRNA) (Akbari et al., 2021), RNA longo nao-
codificante (INcRNASs) (Amini et al., 2021), regulacdo de HATs e HDACs (Ni et al., 2021). A
curcumina aumenta a sensibilidade ao dano no DNA, reduz o reparo de quebra da dupla fita e
inibe a recombinacdo homdloga através da inibicdo de HDACs, promovendo a degradagéo de
recombinases (S. H. Wang et al., 2015). Em outro estudo, a curcumina além de interagir com o
sitio ativo contendo o ion zinco, demonstrou Otima inibicdo das HDACs classe | e llI
(Sangeetha et al., 2013).

A administracdo oral de curcumina é capaz de alterar a expressdo de HDACs em
pacientes saudaveis (D. Cheng et al., 2019). No entanto, a eficicia clinica da curcumina é
reduzida, pois esta apresenta baixa biodisponibilidade, sendo assim, os pesquisadores tém
buscado alternativas para melhorar a aplicabilidade deste polifenol. Nanoparticulas
desenvolvidas para amplificar o potencial anticancer da curcumina como um iHDAC foram
capazes de suprimir a progressdo tumoral in vivo (Lee et al., 2019). Alguns analogos da

curcumina podem apresentar atividade anticancer potencialmente maior do que a encontrada
Pagina | 36



no composto original (Figura 7), podendo alterar vias epigenéticas e a expressdao de genes
correlacionados a apoptose regulados por fatores de transcricdo como a p53 e o fator de
especificidade 1 (Spl) (Lima et al., 2018).
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Figura 7. Estrutura molecular da curcumina indicando alguns locais de possiveis alteragdes quimicas a fim de obter
acdo terapéutica melhorada e atividade anticaAncer mais especifica (em verde ou laranja).

Os analogos de curcumina tem demonstrado atividade inibitoria das HDACs que pode
suprimir vias de reparo do dano do DNA e ser usada para aumentar a eficacia dos tratamentos
contra o cancer (Selvam et al., 2019). Células tumorais tratadas com o curcuminoide calebina-
A, apresentaram atividade enziméatica da HAT reduzida, o que n&o foi observado com a HDAC
(M. J. Lee et al., 2019). No entanto, ja foi demonstrado que a calebina-A pode inibira HDAC1
de forma semelhante a curcumina (Novaes et al., 2017). O tetrahidrocurcumina (THC) é um
curcuminoide obtido através da reducdo da curcumina. E sintetizado em laboratério por
hidrogenacdo, mas pode ser produzido in vivo através do metabolismo no figado (Pari & Amali,
2005). O THC nao demonstrou inibicdo de provavelmente por apresentar um mecanismo de
acao diferente da calebina-A e da curcumina que sdo semelhantes, porém demonstra ter
potencial anti-inflamatério e atividade antioxidante, o que pode explicar sua atividade
anticancer (Aggarwal et al., 2015). Estudos in vitro e em modelos animais tém explorado o

potencial destes analogos de curcumina no tratamento do osteossarcoma, que ja demonstram
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atividade na redugdo do crescimento tumoral, apoptose, inibicdo da angiogénese e modulacéo
da expressao (K. H. Lu et al., 2023).

A acetilacdo de proteinas ndo histonas também tem sido alvo de diversas pesquisas,
considerando-se que este evento pode alterar mecanismos de comunicagdo celular de
crescimento, metastase, manutencdo celular e resisténcia terapéutica em diferentes tipos de
cancer. A curcumina e seus analogos podem ser responsaveis por suprimir ou instigar esta
sinalizacdo (You et al., 2022). A ativacdo da proteina supressora de tumor p53 através de sua
acetilacdo, medeia a transcricdo de outras proteinas como GADDA45 e p21, responsaveis por
interromper o ciclo celular e induzir apoptose (Fu et al., 2018). A p53 encontra-se muitas vezes
inativa nas células tumorais, sendo assim, sua reativacdo € vista como uma importante estratégia

terapéutica no tratamento de cancer.

1.7.Participacéo dos fatores de transcricdo no mecanismo de regulacéo por HDACs

As HDACs podem exercer efeitos diretos sobre processos fisioldgicos, como apoptose,
diferenciacdo, metabolismo e inflamacéo através da acetilacdo e deacetilacdo de proteinas ndo
histonas, afetando suas funcdes, localizacdo celular e interagdes proteina-proteina (Shvedunova
& Akhtar, 2022). Algumas proteinas como: p53, NF-kB, STAT3, Hsp90, SCL/TAL1, OCT1,
YY1, Akt, Ku70, Interferons e E-caderinas (CDH1) podem sofrer altera¢des induzidas pelas
HDACSs que causam modificacbes no desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular (Nusinzon & Horvath, 2003; B. N. Singh et al., 2010; von Burstin et al., 2009) (Figura
8).

Ahwdade

H Chaperenas E P. d d : R t i :
P Cntmasie] - P (Pamadade | i (Repona | :
de m : [r:u‘lo celular inflamatéria H Dana “DNA :

Iransmg‘au

| Fosfonlﬂgao l [Desenvt}lwin‘emu] Precursums [—]L‘ = — " [ Co-ativadores ] D

embrionario 1
T

0S

Figura 8. Algumas proteinas ndo histonas alteradas pelas HDACs e as modificagcdes causadas por este evento.
Adaptado de (Verza et al., 2020).
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Outras proteinas que funcionam como fatores de transcricdo também podem ser
moduladas pelo estado da cromatina, o que limita a sua capacidade de se ligar ao DNA e ativar
a transcrigdo. Alguns fatores de transcri¢do sao expressos em determinados tecidos de maneira
especifica e regulam funcdes celulares especializadas, portanto, o silenciamento desses fatores
de transcricdo pode resultar em bloqueio funcional. A delecdo do fator de transcrigcéo
SCL/TAL1 por exemplo, resultou em incapacidade de geracao de precursores hematopoiéticos
e morte embrionaria em camundongos (Shivdasanl et al., 1995). O SCL/TAL1 pode induzir
leucemia ao reprimir o complexo E47/HEB, neste estudo os autores sugerem que os iHDACSs
podem ser eficazes em pacientes com leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) que
expressam SCL/TALL, tendo em vista que a repressao dos genes alvo E47/HEB, é mediada
pelo recrutamento do complexo mSin3A/HDACL (O’Neil et al., 2004).

Assim como o silenciamento do gene que codifica o fator de transcri¢do transportador
de céations organicos (OCT1), pode levar a distdrbios no desenvolvimento embrionario
(Sebastiano et al., 2010), a fosforilacdo induzida de Yin Yang 1 (YY1), leva a interacGes com
HDAC, e consequente diminuicdo na atividade do transportador de glutamato do tipo 2
(EAAT?2), que modula a funcdo dos neurdnios e esta associado a disturbios neuroldgicos, como
as doencas de Parkinson e Alzheimer (Rizor et al., 2022). Quando avaliado no cancer, 0 YY1
diminuiu o nivel de microRNA-873-5p (miR-873-5p) recrutando as HDACs 4 e 9 para 0 seu
promotor. Em seguida, ativou as vias PI3K/AKT e ERK1/2, que foram suprimidas por miR-
873-5p. O eixo YY1/miR-873-5p estd envolvido na quimiorresisténcia das células do cancer de
mama (Guo et al., 2020). A regulacdo destas vias tem a participacdo de varios fatores de
transcricao, que regulam de forma direta e indireta genes de reparo do DNA, porém, atuam

também como parte da maquinaria proteica de reparo de DNA (Bhaskar Rao et al., 2021).

A proteina supressora de tumor p53 é um fator de transcri¢do importante principalmente
na resposta ao estresse e homeostase celular. Em condicdes fisioldgicas normais, esta proteina
€ mantida em baixos niveis por seu regulador negativo, 0o MDM2 (J. Yang & Zhang, 2021).
Suas vias moleculares de atuacdo podem formar mecanismos associados como p53/p21/p27 e
p53/Bcl-2/Bax e estes complexos moleculares podem afetar diversos processos biologicos,
incluindo proliferacéo celular, fase G2/M e apoptose (L. Qiuetal., 2021). A inibicdo de MDM?2
e das proteinas anti-apoptoéticas Bcl-2 e Bel-xL, induziu a parada do ciclo celular na fase G2/M,
aumentando os niveis de p53 e Bax e estimulando a apoptose em células de cancer de mama
(Ahmed et al., 2022).
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A acetilacdo da p53 pode ser feita por p300/CBP em diversos residuos de lisina,
induzindo o aumento da sua capacidade de ligacdo ao DNA e consequente transcri¢do de seus
genes-alvo (J. Yang & Zhang, 2021). Esse evento pode ocorrer em resposta a danos celulares,
porém ocorre de forma transitoria e é reversivel, jA que as modificagdes pos-traducionais
mantém a acetilacdo da p53 sob controle (Appella & Anderson, 2001). Em resposta ao estresse
genotoxico, a p53 funciona como um fator de transcricdo e de genes efetores como GADD45A
e p21 (Kaiser & Attardi, 2018). As HDACs podem reduzir a atividade da p53, através da
remocdo dos grupos acetil da p53, tornando as HDACs alvos terapéuticos importantes em
pesquisas relacionadas ao cancer. Essa reativacdo da p53 pode ajudar a impedir a proliferagéo
descontrolada de células cancerosas. Ja a superexpressdo de HDAC1 por exemplo, diminuiu a
acetilacdo da p53, in vivo (Luo et al., 2000). A MDM2 pode recrutar HDAC1, promovendo a
deacetilacdo da p53 e esse silenciamento pode interromper sua fungdo de forma mais rapida,
quando seus genes-alvo ndo sdo mais necessarios (Ito et al., 2002).

O fator de transcricdo Sp1 é encontrado em todas as células animais (Figura 9), e regula
de forma direta ou indireta a expressdo de genes como o Gadd45A e p21 (Silva et al., 2016),
também tem sido associado a remodelacdo da cromatina através de interacbes com fatores
associados a modificadores da cromatina, como p300 (Suzuki et al., 2000) e HDACs (Zhao et
al., 2003).

Dominio Dominio de Dominio
inibitério (DI) transativacdo carregado

Dedos de
/ / \ zinco
N _[ DI DTA DTA I I I ]_ C
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Figura 9. Dominios estruturais da proteina Spl.

Entretanto, também em resposta a lesdes no DNA, o Sp1l é fosforilado e recrutado para
regides de lesdo na dupla fita no DNA e nestes sitios, possivelmente medeia o recrutamento de
fatores de remodelacdo da cromatina que atuam no reparo destas lesdes (Beishline et al., 2012).
O Sp1 pode definir a ligacdo especifica de Gadd45A em um local especifico de dano no DNA
por exemplo (Rajput et al., 2016). A Sp1 é uma proteina de especificidade que pertence a familia

dos fatores de transcricdo Krippel (Sp/KLF) que possui 26 membros (Van Vliet et al., 2006).
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O dominio de ligacdo ao DNA é composto por trés dedos de zinco (dominios proteicos com
capacidade de ligacdo ao DNA) do tipo Cys2His2 com 81 aminoacidos em cada proteina,
responsaveis por reconhecer as sequéncias GC como 5'-G/T-GGGCGG-G/A-G/A-C/T-3"ou 5'-
GIT-G/A-GGCG-G/T-G/A-G/A-C/T-3" no DNA, com alta afinidade (Briggs et al., 1986).
ModificacBes pds-traducionais no Spl modulam sua interagdo com fatores de remodelacgéo da
cromatina, DNA, maquinario de transcricdo e outros fatores de transcri¢do para induzir ou
reprimir a expressdo (L. Li & Davie, 2010; Solomon et al., 2008). A alta expressdo de Spl ja
foi observada em varios tipos de cancer (L. Li & Davie, 2010). O Sp1 pode aumentar a atividade
de um promotor génico ou recrutar outros complexos proteicos diversos para exercer fungdes
ativadoras ou repressivas. A sinalizacdo do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2) em cancer de mama, fosforila Spl que recruta a HDACL para regides de
regulacao génica formando um complexo proteico que pode envolver outros reguladores (G. Li
et al., 2019).

A GM2-sintase € uma enzima que produz glicoesfingolipideos e sua alta expressédo esta
ligada ao pior prognostico tumoral. Sua ativacdo é regulada por acetilagdes nas histonas e
diminuicdo do complexo repressor Sp1/HDACL1 (Banerjee et al., 2019). Em mieloma mdltiplo,
a inibicdo das HDACs foi associada a baixa regulagdo de Spl o que indica que os efeitos da
expressao de HDACs pode ser mediado por Spl (Juli et al., 2019). A atividade de Spl com
participacdo em diversos processos celulares € mediada por modificacGes pos-traducionais
como acetilacdo, fosforilacdo, metilagdo e ubiquitinacdo (Figura 10), além de associagdo com
RNAs ndo codificantes e outras proteinas (Beishline & Azizkhan-Clifford, 2015).

Cromossomo

Me Metilagdo Ac Acetilagio Ub Ubiquitinagio @ Fosforilagdo
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Classes de histonas
DNA H1, H2A, H2B, H3 e H4

Figura 10. ModificagBes pds-traducionais das histonas H2A, H2B, H3 e H4.
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A fosforilacdo de Sp1, por exemplo, nos residuos Tre453 e Tre739 € induzida por HER-
2/neu. Esta fosforilagdo aumenta a afinidade ao DNA de Spl e juntamente com a interagcdo com
a acetilase de histonas HDAC1, resulta na repressédo da expressdo do gene RECK, um inibidor
de metaloproteinases (MMPs) e supressor de metéstase. A inibicdo libera a expressdo da
metaloproteinase 9 (MMP-9) e contribui para o processo de invaséo celular (M. C. Hsu et al.,
2006). A fosforilacdo pode também ditar a localiza¢do de Sp1, como no caso da fosforilacao
do residuo Ser101 pela ataxia-telangiectasia mutada (ATM), uma proteina quinase diretamente

associada ao mecanismo celular de resposta a lesdes no DNA (Figura 11).

F 3 J/HDAC ‘
i . ? —_— | i ATM ¢ —_— i 1 & — | i y
Spl

Deteccdaoe

x e Sinaliza¢do Reparo
identificacdo ¥ p

Figura 11. A resposta ao dano do DNA ¢é uma cascata de eventos celulares que podem ser resumidos em trés
estagios: deteccéo e identificacdo, sinalizacao e reparo.

Evidéncias cientificas descrevem que cerca de 442 interagdes proteina-proteina sao
necessarias para a progressao de tumores 6sseos (Cabrera-Andrade et al., 2020). Na linhagem
celular de osteossarcoma U20S foi demonstrado que em resposta a radiacédo ionizante, ATM
fosforila Sp1 o que aumenta sua localizacdo nos sitios de dupla quebra do DNA. Nestes sitios,
Spl provavelmente atua como recrutador de proteinas modificadoras de cromatina, sendo
interessante notar que HDACL participa no reparo de lesfes de dupla fita do DNA (Miller et
al.,, 2010) e sua interagdo com Spl ja foi descrita para regulacdo da expressao génica
(Doetzlhofer et al., 1999).

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado na elucidacédo dos mecanismos celulares e
moleculares envolvidos na atividade anticancerigena de compostos carbonilicos a,f-
insaturados, especialmente chalconas e analogos de curcumina, contra linhagens celulares de
OS (dos Santos et al., 2019; Komoto et al., 2018; Lima et al., 2018; Seba et al., 2018; Silva,
Lima, et al., 2018; Silva, Marins, et al., 2018). Estes trabalhos indicam que, além de afetarem a
expressao de genes relacionados a vias de apoptose e reparo do DNA, varias destas moléculas
inibem a migracdo e invasdo celular em células de OS, com possivel envolvimento do fator de

transcricdo Spl e de mecanismos epigenéticos (Lima et al., 2018; Silva, Lima, et al., 2018).
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Essas descobertas sugerem que essas moléculas podem ter potencial terapéutico no tratamento
do osteossarcoma, ajudando a impedir a disseminacdo das células cancerosas para outras partes

do corpo.
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2. HIPOTESE

Anélogos de curcumina podem ser promissores agentes terapéuticos no tratamento do
cancer, através da possivel modulacao epigenética da atividade da proteina p53, o que ira abrir

novas perspectivas para abordagens inovadoras no combate ao osteossarcoma.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Investigar o perfil citotoxico e apoptotico de andlogos de curcumina, candidatos a
inibidores de HDACs sobre a atividade de linhagens celulares com diferentes status da p53.

3.2. Objetivos Especificos

1. Triagem de compostos com atividade inibidora de HDAC1 sobre a linhagem de
osteossarcoma U20S (p53+/+);

2. Determinar o indice de citotoxicidade do composto, que induza 50% da morte
celular (ICso) nas linhagens avaliadas HaCat, HCT-116, Saos-2 (p53-/-) e U20S
p53+/+);

3. Analisar o indice de inviabilidade das células metabolicamente ativas, a fim de
determinar o 1Csg do composto frente as linhagens avaliadas, HaCat, HCT-116,
Saos-2 (p53-/-) e U20S (p53+/+);

4. Analisar o efeito atividade apoptotico do composto sobre as linhagens de OS;

5. Auvaliar a atividade migratdria de células U20S (p53+/+) tratadas com o analogo de

curcumina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Compostos

Os analogos de curcumina, assim como 0s possiveis compostos inibidores de HDAC
foram gentilmente cedidos pelo Professor Emérito Dr. Jonathan Dimmock (Universidade de
Saskatchewan) (Anexo 1), foram dissolvidos em DMSO (Sigma Aldrich). Em todos os
experimentos a concentragdo final de DMSO foi < 0,05%. Por isso, 0,05% de DMSO foi
utilizado como controle negativo em todos os experimentos. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

4.2. Linhagens celulares

Todas as linhagens celulares foram obtidas da American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). As linhagens U20S (osteossarcoma humano p53 selvagem) e HCT-116
(carcinoma de co6lon humano) foram cultivadas em meio McCoy’s 5A (Corning), enguanto as
linhagens HaCat (queratindcito de pele humano) e Saos-2 (osteossarcoma humano p53 nulo)
em meio RPMI (Corning). Todos os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
(SFB) (Corning), 100U/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich) e as
células foram mantidas a 37°C sob uma atmosfera umidificada com 5% de CO2. As técnicas e

materiais empregados no cultivo e manutencédo das linhagens estéo presentes no Anexo 2.

4.3. Transfec¢do das células de osteossarcoma U20S p53(+/+)

As células U20S (p53+/+) foram cultivadas em placas de 96 pogos (1x10*
células/pogo), em seguida para a transfeccdo estavel, foram transfectadas utilizando o
ViaFect™ Transfection Reagent (Promega) com 1ug de plasmideo contendo construcdes
reporteres do promotor luciferase. Apds 72 horas da transfeccdo, as células foram tratadas com
150ug/mL de higromicina em meio de cultura substituido a cada 72 horas durante 15 dias.
Posteriormente, as células foram expandidas em garrafas de cultura. Para a transfeccdo
transiente, as células foram transfectadas utilizando o ViaFect™ Transfection Reagent
(Promega) com 1ug de plasmideo contendo construcbes reporteres do promotor luciferase
juntamente com os vetores contendo as sequéncias de interesse. Para o ensaio de atividade da
luciferase, a acdo do repdrtere-luciferase foi mensurada e normalizada pela atividade luciferase
do vetor pGL4.31[luc2P/GAL4UAS/Hygro] utilizando o DualGlo Luciferase Assay Kit

Pagina | 46



(Promega), de acordo com as instrugbes do fabricante. A deteccdo da luminescéncia foi

executada em lumindmetro Microplate Reader & Luminometer (Promega).

4.4. Avaliacao da atividade dos inibidores de HDAC

A fim de avaliar a atividade inibidora de HDAC dos compostos, utilizamos o HDAC-
Glo™ [/Il Assay and Screening System (Promega). Os compostos foram diluidos a 50nM ou
500nM e a Tricostatina A (TSA) (controle positivo) a 50nM ou 500nM, em HDAC-Glo™ [/I|
Buffer, assim como o extrato Nuclear de HeLa (1:3000) (fonte enzimaética). Posteriormente, foi
adicionado 50uL dos compostos diluidos juntamente com 50uL do extrato por poco, realizamos
breve agitacdo em shaker orbital (100rpm) por 1 minuto, seguida de incubacéo da placa em
temperatura ambiente por 1 hora. Apds este periodo, foi adicionado 100uL de HDAC-Glo™
I/l Reagent por poco seguido por nova agitacdo de 1 minuto. Apos 15, 30 e 45 minutos
respectivamente, a luminescéncia foi mensurada em luminémetro Microplate Reader &
Luminometer (Promega). A atividade dos compostos como inibidores de HDAC foram
calculadas da seguinte forma: =(inibicaofinal/extratoinicial) *100.

4.5. Ensaio de citotoxicidade celular

A determinacdo da citotoxicidade foi realizada atraves do ensaio CellTox™ Green
Cytotoxicity Assay (Promega). As células U20S (p53+/+) foram semeadas em placas de 96
pocos (1x10* células/pogo) e apds a adesdo celular, foram tratadas com 0 e 10uM de cada
composto, em meio de cultura contendo 10% de SFB por 48 horas. Apos o tratamento para
mensurar a proliferacdo celular, 20pL de CellTox™ Green Reagent 2x (Promega) foram
adicionados a cada poco, seguido por agitacdo de 1 minuto em shaker orbital (100rpm) e
incubagdo por 15 minutos, no escuro, em temperatura ambiente. Finalmente, a fluorescéncia do
controle e dos tratamentos foi mensurada em lumindmetro Microplate Reader & Luminometer

(Promega).

4.6. Ensaio de viabilidade celular
A determinacdo da viabilidade foi realizada através do ensaio CellTiter-Glo® 2.0
(Promega). As células U20S (p53+/+) foram semeadas em placas de 96 pogos (1x10*

células/pogo) e apos a adesdo celular, foram tratadas com 0 e 4uM de cada composto, em meio
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de cultura contendo 10% de SFB por 24 e 48 horas. ApOs o tratamento, para mensurar a
proliferacdo celular, 100uL de CellTiter-Glo® 2.0 Reagent (Promega) foram adicionados a
cada poco, seguido por agitacdo de 2 minutos em shaker orbital (100rpm) e incubacéo por 10
minutos em temperatura ambiente. Finalmente, a luminescéncia do controle e dos tratamentos

foi mensurada em lumindémetro Microplate Reader & Luminometer (Promega).

4.7. Ensaio da atividade das caspases 3/7

A atividade enzimatica das caspases 3/7 foi mensurada atraves do Caspase-Glo® 3/7
Assay Technology (Promega). Basicamente, as células de OS foram semeadas em placas de 96
pocos (1x10° células/pogo) e apos a adesdo celular, foram tratadas com 0 e 5uM do analogo de
curcumina selecionado (2615) e de doxorrubicina (controle positivo) por 12, 24 e 48 horas.
Ap0s o tratamento, para mensurar a proliferacao celular, 75uL de Caspase 3/7Glo® Reagent
(Promega) foram adicionados a cada pogo, seguido por agitacdo de 30 segundos em shaker
orbital (300rpm) e incubacéo por 30 minutos, 45 minutos e 1 hora a 37°C. Finalmente, a
luminescéncia do controle e dos tratamentos foi mensurada em lumindémetro Microplate Reader

& Luminometer (Promega).

4.8. Analise da apoptose e necrose celular

A determinacédo da exposi¢do em tempo real da fosfatidilserina na superficie externa da
membrana celular durante o processo apoptético, foi detectada através do RealTime-Glo™
Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay (Promega). As células de OS foram semeadas em
placas de 96 pocos (1x10* células/pogo) e apos a adesdo celular, foram tratadas com o composto
2615 e com doxorrubicina (controle positivo) a 0 e 5uM, seguida por adi¢do do 2x Detection
Reagent e incubacdo por 12, 24 ¢ 48 horas. A inducdo de apoptose foi mensurada a partir da
ligacdo da Anexina V, seguida por necrose obtida apds a perda de integridade da membrana. A
luminescéncia do controle e dos tratamentos foi mensurada em lumindmetro Microplate Reader

& Luminometer (Promega).

4.9. Ensaio de migracao celular
A avaliacdo da atividade migratoria foi realizada atraves do método Wound-healing. As

células U20S (p53+/+) foram semeadas em placas de 24 pocos (1x10° células/poco) e apds a
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adesdo celular, com auxilio de uma ponteira de 10 uL, foi feita uma “ferida” na monocamada,
criando uma area livre de células. O meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados com
Hanks a 37°C. As células foram entdo tratadas com 0 e 6uM do composto 2615 em meio de
cultura contendo 10% de SFB por 24 e 48 horas. Os pocos foram fotografados no tempo Oh,
24h e 48h. O indice de migracao celular foi determinado pela diferenca da area da “ferida” na
comparacao do tempo Oh com os tempos 24h e 48h, utilizando-se o programa Image J. As taxas
de migracdo das células tratadas com o composto 2615 e com DMSO foram calculadas da
seguinte forma: taxa de migracdo (%) = (area da ferida as O horas - area da ferida as 24 horas)
/area da ferida as 0 horas * 100%.

4.10. Andlise Estatistica
Analises estatisticas foram realizadas com o teste t de Student ndo pareado. Os dados

sd0 expressos como média + desvio padrdo de no minimo trés experimentos independes,
utilizando o software GraphPad Prism 9.0. Os resultados foram considerados estaticamente
significativos para *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001 (CN - DMSO 0,05% vs

tratamento).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anélise da interacdo entre HDAC1 /Spl

Considerando o papel das modifica¢bes pos-traducionais na determinacdo da atividade
transcricional de Sple sua interacdo com outras proteinas como HDAC1(J. H. Huang et al.,
2020; W. Bin Yang et al., 2020), relatamos um sistema para o desenvolvimento de inibidores

do complexo HDAC1/Sp1 utilizando o método duplo-hibrido de mamiferos.

Para este ensaio, um gene que codifica uma proteina de interesse (Proteina 1) é fundido
ao dominio de ligacdo ao DNA da proteina pACT, enquanto outro gene (Proteina 2) é fundido
ao dominio de ativacdo transcricional da proteina pBIND. Essas constru¢des de duplo hibrido
sdo cotransfectadas em uma linhagem celular hospedeira de mamifero juntamente com o
plasmideo reporter (pGL4luc). Se a proteinas de interesse interagem, elas criam um ativador de
transcricao funcional, trazendo o dominio de ativacdo proximo as dominio de ligacdo ao DNA,
detectado pela expressdo do plasmideo reporter (pGL4luc). A insercdo em cada vetor deve estar
na orientacdo e fase de leitura aberta (ORF — do inglés open reading frame) corretos. Sendo
assim, podemos observar que algumas insercdes podem ter direcionalidade ou preferéncia de
vetor. Neste contexto, as interacdes entre as proteinas podem parecer mais fortes,
condicionando um vetor especifico para as insercdes. Devido a esse fenémeno, subclonamos

cada cDNA de interesse nos vetores pACT e pBIND e testamos as duas possiveis interacdes de

- I—’ Proteina 2

Proteina 1

proteinas de fusdo (Figura 12).
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Figura 12. Representacao esquematica do sistema duplo hibrido de mamiferos. Esquema ilustrando as construgdes
usadas no ensaio. O GAL4 no vetor pBIND e o dominio de ativacdo VP16 do vetor pACT sdo mostrados em azul
e laranja, respectivamente. O vetor pGL4luc contém sitios de ligagdo GAL4 (verde) a montante de uma caixa
TATA minima (vermelho), que por sua vez estd a montante do gene da luciferase. O vetor pBIND contém GAL4
e 0 pACT, o dominio de ativacdo VP16. A interacdo entre as proteinas de interesse (HDAC1 e Spl), a partir de
construtos de fusdo GAL4 e VP16, resulta na expresséo de luciferase.
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Para a andlise da interacdo entre as proteinas de interesse (HDAC1/Spl), as células
U20S (p53+/+) foram transfectadas de forma transiente (pGL4luc-/+) com os vetores Spl e
HDACI1 juntamente com o vetor da luciferase (pGL4luc), também realizamos a transfec¢édo
estavel (pGL4luc+/+) do vetor pGL4luc de forma isolada nas células U20S (p53+/+) e ap0s 0
crescimento celular e tratamento com o antibidtico de sele¢do (higromicina a 150ug),
transfectamos os outros dois vetores (Spl e HDAC1) (Figura 13A). Os niveis de sinal de fundo
(ruido) de luciferase do vetor pG4luc séo determinados na presenca dos vetores vazios pACT
e pBIND (controle negativo). A reagdo de controle positivo fornece niveis de luciferase acima
dos niveis de fundo mensurados na transfeccdo, os vetores utilizados (pBINDid/pACTMyoD)

codificam e expressam duas proteinas conhecidas por interagirem in vivo (Figura 13B).
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Figura 13. (A) Células nao transfectadas foram utilizadas como Controle, os vetores Spl, HDAC1 e pGL4luc
foram transfectados em células U20S (p53+/+) e a atividade da luciferase foi detectada (pGL4luc-/+). O repérter
pGLA4luc foi transfectado de forma isolada nas células U20S (p53+/+) e ap6s 15 dias, transfectamos os reporteres
Spl e HDACL (pGL4luc+/+). (B) Controles negativo (pBIND+pACT) e positivo (pBINDid+pACTMyoD) da
transfeccdo. Apés 24 horas, os dados foram registrados como unidades relativas de luz (RLU) através de um
lumindmetro. As barras de erro indicam média £ DP. *** p<0.0001.
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A atividade da luciferase obtida no controle positivo, ndo foi observada na transfeccéo
dos plasmideos de interesse no ensaio realizado, o que pode indicar impurezas no DNA e baixa
eficiéncia da transfeccdo. A fraca interacdo entre as proteinas clonadas nos vetores, também
pode indicar a necessidade de moléculas adicionais que possibilitem a correta interacdo entre
Spl e HDAC1], tendo em vista que elas podem fazer parte de um complexo multicomponente.
Em células de gliobastoma, observa-se a formacdo da via HDAC1/2/6/Spl, que atua sobre
diferentes fatores de transcricdo, responsaveis pela progressao tumoral quando associada a

piores progndsticos (W. Bin Yang et al., 2020).

Apesar de a Spl e a HDAC1 estarem positivamente reguladas no osteossarcoma (J. H.
Huang et al., 2020), o que pode indicar uma visao abrangente das caracteristicas moleculares e
alvos terapéuticos, outras vias e fatores de transcricdo podem estar envolvidos na formagao
deste complexo. E importante mencionar que o entendimento do papel exato da Spl no
osteossarcoma ainda estd em desenvolvimento, e mais pesquisas S30 necessarias para

determinar as implicages terapéuticas precisas dessa proteina na doenca.

Embora grandes avancos tenham sido feitos nas Ultimas décadas, a terapéutica para o
osteossarcoma € bastante limitada. Centenas de potenciais alvos terapéuticos foram
identificados até 0 momento, porém a compreensdo destes como reguladores do osteossarcoma
é incerta. As HDACs 1 e 2 podem atuar como possiveis biomarcadores progndsticos, pois sua
expressdo aumentada tem sido direcionada a uma expectativa menos favoravel (McGuire et al.,
2020). Embora os tumores 6sseos tenham alta morbimortalidade, os mecanismos moleculares
subjacentes ao desenvolvimento e progressdo ainda sdo pouco explorados, sendo assim,
modelos mais direcionados sdo necessarios para um maior entendimento a respeito da biologia

béasica do OS, a fim de possibilitar a tradugéo para ensaios clinicos.

Uma ampla gama de fitoconstituintes tem sido investigada por sua capacidade de
prevenir a carcinogénese, tanto em testes de laboratorio (in vitro) quanto em modelos vivos (in
vivo), por meio de varias abordagens celulares e moleculares (Majrashi et al., 2023; Rudzinska
et al., 2023). Além disso, ha uma crescente exploracdo de informagdes sobre fatores limitantes
especificos, como o0 microambiente tumoral e a biodisponibilidade dos componentes ativos dos
biomoléculas organicas usados em ensaios pré-clinicos e clinicos (lyer et al., 2023). Em nosso
trabalho, temos buscado compreender 0s mecanismos envolvidos na biologia do
osteossarcoma, assim como na quimiorresisténcia adquirida, frequentemente observada nos

pacientes. Temos buscado novas estratégias terapéuticas para sensibilizar as células
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cancerigenas, ja& demonstramos que andlogos de curcumina podem suprimir vias de reparo do
dano do DNA e ser usada para aumentar a eficacia dos tratamentos (Seba et al., 2018). Sendo
assim, optamos por investigar a atividade biologica de analogos de curcumina com potencial
inibidor de HDACs de classes | e II.

5.2. Andlise da atividade inibitoria dos compostos iHDAC

A principio, avaliamos o efeito de 78 analogos de curcumina divididos em dois grupos.
O Grupo | engloba 21 compostos utilizados em trabalhos anteriores do nosso laboratério e a
concentracdo escolhida foi a indicada para a TSA (50nM), que inibe seletivamente as familias
de enzimas histonas desacetilases de mamiferos de classe | e 1. A Tabela 1 apresenta os dados
obtidos dos 10 compostos de melhor atividade iHDAC deste grupo. Estes compostos
apresentaram baixa eficacia na inibi¢do da atividade de HDACs quando comparados a atividade
observada pela TSA. Sendo assim, avaliamos os 57 compostos do Grupo Il em maior
concentracdo (500nM), assim como a substancia controle (TSA). Este grupo € composto por
novos analogos de curcumina, desenhados especificamente para inibir HDACs. Seu
desenvolvimento foi realizado substituindo ou introduzindo diferentes porgdes funcionais em
diversas posicOes de sua estrutura, a Tabela 2 apresenta os dados obtidos dos 10 compostos de
melhor atividade iIHDAC. As modificagOes realizadas na estrutura basica de curcumina buscam
uma maior variedade de analogos com atividades bioldgicas e anticancerigenas aprimoradas.

Os compostos de ambos os grupos foram analisados em trés tempos diferentes.

Tabela 1. Atividade das HDACs (%) dos compostos presentes no Grupo | a 50nM. Foram utilizados os controles
negativo (extrato de HelLa) e positivo, TSA & 50nM. Os experimentos foram realizados em 15, 30 e 45 minutos.

Grupo |
TSA
. Controle % 2611 2612 2613 2615 2616 1831 2624 2625 DI4
15 minutos | 100 37 % 94 92 98 97 96 97 97 96
30 minutos | 100 73 111 111 108 113 112 112 113 113 113
45 minutos | 100 75 112 112 108 113 112 112 113 120 113

* Resultados apresentados em % de atividade.
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Tabela 2. Atividade das HDACs (%) dos compostos presentes no Grupo 11 a 500nM. Foram utilizados os controles
negativo (extrato de HelLa) e positivo, TSA & 500nM. Os experimentos foram realizados em 15, 30 e 45 minutos.

Grupo 11
* Controle 5&.)8?'\/' 2626 2629 2630 2659 2660 2664 2667 2680 2682 2684
15 minutos 100 057 55 54 54 54 54 54 54 52 54 53
30 minutos 100 053 55 54 54 55 54 54 54 53 55 55
45 minutos 100 053 61 54 54 55 54 54 55 54 56 55

* Resultados apresentados em % de atividade.

Os anélogos de curcumina avaliados apresentaram atividade iHDAC semelhante entre
si, de acordo com cada grupo respectivo. O primeiro tempo avaliado (15 minutos) foi o que
apresentou resultados mais promissores em todos os andlogos analisados, porém a inibicéo
obtida pelos compostos a 50nM (Grupo ) ndo foi tdo eficaz quanto a obtida pela TSA a 50nM,
0 que também foi observado nos compostos do Grupo Il em comparagdo a TSA nas mesmas
concentracdes (500nM).

A TSA é um potente iIHDACs e tem sido amplamente estudada por suas potenciais
aplicacOes terapéuticas em varias areas, incluindo tratamento de cancer e pesquisa epigenética.
No entanto, existem desafios e limitagOes associados ao uso da TSA, tais como sua baixa
biodisponibilidade, sendo rapidamente metabolizada ou ter penetragcdo tecidual limitada,
afetando sua eficacia em atingir as células-alvo pois possui efeito citostatico, atuando sobre a
diferenciacdo celular e/ou a apoptose de células em proliferacdo (Jian et al., 2019), limitando
aplicabilidade clinica. Devido ao seu amplo impacto na expressao génica e nas vias celulares,
a TSA pode ter efeitos fora do alvo, levando potencialmente a consequéncias ndo intencionais

ou eventos adversos.

A exposicdo prolongada ao TSA pode levar ao desenvolvimento de resisténcia nas
células cancerigenas, reduzindo sua eficacia a longo prazo como opcao de tratamento (B. Wang
et al., 2014). A resisténcia a multiplas drogas (MDR, do inglés "Multidrug Resistance™) no
cancer é um fendmeno em que as células cancerosas se tornam insensiveis ou resistentes a
vérias classes diferentes de medicamentos, tornando o tratamento eficaz mais desafiador. 1sso

é especialmente problematico no contexto da quimioterapia, onde o objetivo é usar drogas para
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destruir as celulas cancerosas ou impedir seu crescimento. A constante evolucdo das células
cancerosas que desenvolvem resisténcia a maultiplos agentes terapéuticos pode restringir
consideravelmente as opcdes disponiveis. A MDR no osteossarcoma, é um desafio significativo
que afeta o sucesso das estratégias de tratamento. Embora a TSA tenha se mostrado promissora
em ambientes de laboratorio e estudos com animais, traduzir essas descobertas em tratamentos
clinicos seguros e eficazes para humanos requer testes rigorosos, incluindo abordar as
preocupacdes mencionadas acima. Pesquisadores continuam a estudar a TSA, e esfor¢os estdo
em andamento para enfrentar esses desafios. Além disso, o desenvolvimento de iHDACs mais
seletivos com toxicidade reduzida e farmacocinética aprimorada, € uma area ativa de pesquisa
para superar algumas das limitacdes associadas a TSA. Tendo em vista que os iIHDAC modulam
e modificam as proteinas histonas e ndo histonas, inibem a invaséo celular, induzem apoptose
e sensibilizam as células a quimioterapia (Kaur et al., 2019; Ramaiah et al., 2021), o
direcionamento dessas proteinas poderia simplificar a detec¢do de agentes anticancerigenos

com potencial promissor.

Uma possivel alternativa contra os efeitos adversos presentes nos iHDACS disponiveis
atualmente, € a busca por compostos que apresentem atividade sinérgica com essas drogas,
podendo atuar também, em outras proteinas envolvidas no processo de carcinogénese. O
tratamento combinado com TSA e paclitaxel inibiu a proliferacdo de células de cancer
endometrial (Dowdy et al., 2006), demonstrando que a TSA aumenta sinergicamente os efeitos
citotoxicos do paclitaxel, além de mediar a supressdo da via ERK em células de carcinoma
urotelial (F. S. Hsu et al., 2019). A TSA tem desempenhado funcdes sobre diferentes proteinas

e vias, mecanismo pelo qual potencialmente atue com varios medicamentos quimioterapicos.

Outro estudo mostrou que a TSA, promoveu a apoptose de células de osteossarcoma
através da reativacdo da via de sinalizacdo p53 (Z. Deng et al., 2016). Estes estudos fornecem
evidéncias de que a acetilacdo de proteinas ndo histonas € um possivel mecanismo pelo qual 0s
iIHDACSs reduzem o crescimento do cancer e ainda, sabendo que a eficacia antitumoral da TSA
pode ser potencializada sinergicamente pela sua combinacdo com outros compostos. A
recuperacdo da atividade da p53 em células cancerigenas pode induzir a regressdo de diversos
tipos de tumores, tais como o osteossarcoma (Samsa et al., 2020) carcinomas de célon (Hu et
al., 2018). Essa abordagem oferece a vantagem adicional, pois nao afeta significativamente os
tecidos normais através do restabelecimento genético do p53. Juntamente com sua
estabilizacdo, a restauragdo funcional da p53 por meio de compostos especificos mostra-se uma

estratégia promissora no desenvolvimento de novas terapias contra o cancer. Resultados
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anteriores do nosso grupo de pesquisa, sugerem que o um analogo de curcumina (CH-5) possui
atividade anticancer reguladas pelos fatores de transcri¢do Spl e p53 (Lima et al., 2018). Sendo
assim, a p53 € um alvo atraente para terapias anticancer, restaurar sua funcéo ou explorar vias
alternativas que dependam da p53 disfuncional pode levar ao desenvolvimento de tratamentos
inovadores que visam especificamente células cancerosas, minimizando o impacto em células

saudaveis.

5.3. Andlise da atividade citotoxica dos analogos de curcumina

A fim de determinar a toxicidade dos 78 analogos de curcumina testados na triagem
anterior, avaliamos a viabilidade de células U20S (p53+/+) tratadas com 0s compostos a 10uM.
A Figura 14 apresenta o resultado dos 10 andlogos com maior potencial citotoxico, assim como
a citotoxicidade do quimioterapico doxorrubicina (controle positivo) os experimentos foram

realizados em 48h.
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Figura 14. As células U20S (p53+/+) foram tratadas com 10 uM de diferentes compostos ou 5 uM de
doxorrubicina, e ap6s 48 h sua viabilidade foi mensurada por fluorescéncia. Cada experimento foi realizado em
triplicata. (CN: controle negativo DMSO 0,5%). Em todos os experimentos, os dados representam a média = DP
de trés experimentos. ** p < 0,007 em comparagdo com 0 CN.
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Dentre os analogos de curcumina testados, é interessante observar que poucos destes
apresentaram boa atividade iHDAC (Tabelas 1 e 2). A atividade iHDAC dos analogos de
curcumina pode regular a expressao génica em células cancerosas, ajudando a controlar seu
crescimento e sobrevivéncia através de diferentes mecanismos (W. Li et al., 2016, 2018). No
entanto, é importante ressaltar que a pesquisa nessa area estd em andamento, e diversas vias
podem ser moduladas, influenciando a capacidade de atuacdo dos compostos, assim como no

nosso estudo.

O composto 2615 apresentou maior atividade citotoxica contra as células de
osteossarcoma U20S (p53+/+) (39%), atividade semelhante a obtida pela doxorrubicina (40%).
Este composto (2615) em especial (Figura 15A), possui estrutura quimica semelhante a da TSA
(Figural5B).
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Figura 15. Estrutura quimica do analogo de curcumina 2615 (A) e da Tricostatina A (B).

O mecanismo de inibicdo da TSA sobre as HDACSs resulta em hiperacetilacdo das
histonas, levando a altera¢des na estrutura da cromatina, relaxando a compactacéo do DNA e,
consequentemente, tornando 0s genes mais acessiveis para a maquinaria de transcri¢do, ou seja,
a TSA modifica 0 ambiente epigenético, promovendo uma maior acessibilidade aos genes (W.
S. Xu et al., 2007). O aumento na acessibilidade dos genes pode reativar proteinas supressoras
de tumor como a p53(Xia et al., 2022), bem como, induzir apoptose (Patra et al., 2019). Tendo
em vista a potencial atuacdo dos anélogos de curcumina aqui avaliados, decidimos caracterizar
a atividade do 2615 sobre a p53, inicialmente utilizando linhagens celulares de cancer com
diferentes status da proteina p53. A fim de obter uma curva de dose-reposta para melhor
investigacdo sobre a citotoxicidade deste composto em especifico, determinamos os valores de
ICso (concentragdo que inibe 50% da viabilidade celular). A compreenséo das resposta dose-

dependente é fundamental para determinar a faixa de concentragdo mais eficaz do composto
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analisado, avaliar a toxicidade potencial e entender melhor a relagdo entre uma substancia e
seus efeitos biologicos. Para tal, avaliamos a citotoxicidade celular (azul-claro) e
simultaneamente a viabilidade celular (azul escuro) em 48h, nas concentragdes de OuM, 2uM,
4uM, 6puM, 8uM e 10uM em diferentes linhagens celulares Figura 16. As legendas das curvas
tém de estar na legenda do gréfico
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Figura 16. A toxicidade do anélogo 2615 foi testada em ensaio multiplex. (A) U20S (p53+/+), (B) Saos-2 (p53-
/-), (C) HCT-116 (p53+/+), (D) HCT-116 (p53-/-) e (E) HaCat foram tratadas com vérias concentragdes do andlogo
2615 e por 48 h. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao de trés experimentos individuais.

Pagina | 58



Os dados apresentados acima sdo demonstrados como fluorescéncia que esta associada
a citotoxicidade e luminescéncia, associada a viabilidade celular. Essas medidas inversas
produzem valores ICso sSemelhantes. A partir das curvas dose-resposta, obteve-se os valores de
ICso apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de ICso do composto 2615 para as linhagens de osteossarcoma U20S (p53+/+) e Saos-2 (p53-
/), para as linhagens de carcinoma de célon HCT-116 (p53+/+) e HCT-116 (p53-/-), assim como para a linhagem
normal de queratindcitos de pele HaCat.

2615
Citotoxicidade* Viabilidade*
U20S (p53+/+) 5,24 1,61
Saos-2 (p53-/-) 4,77 3,89
HCT-116 (p53+/+) 4,67 1,89
HCT-116 (p53-/-) 4,67 1,44
HaCat 4,81 4,80

*Resultados apresentados em concentragdes micro molares (UM).

A citotoxicidade e inibicdo da viabilidade celular apresentam diferengas pontuais entre
ambas. O teste de citotoxicidade, mensura os parametros associados a perda de integridade da
membrana apds a morte celular e baseia-se em um pro-substrato que juntamente com a
luciferase sdo adicionados diretamente ao meio de cultura celular, como um reagente. As
células viaveis com um metabolismo ativo reduzem o pro-substrato em um substrato, que é
usado pela luciferase, para gerar um sinal luminescente, ou seja, este ensaio baseia-se na
conversdo da luciferina em oxiluciferina, catalizada pela enzima luciferase junto ao ATP
celular, produzindo luminescéncia. O reagente € bem tolerado pelas células (ndo depende da
lise celular) e € estavel. Ja o teste de viabilidade celular foi mensurado através da analise das
celulas metabolicamente ativas na cultura celular mensurando marcadores celulares, como o
ATP como indicadores da saude das células, a fim de avaliar sua atividade qualitativa e

guantitativamente.

Ambos os ensaios, de citotoxicidade e viabilidade celular, sdo ferramentas valiosas para
avaliar os efeitos de substancias em células, mas eles enfocam aspectos diferentes. A
citotoxicidade concentra-se mais na morte celular causada diretamente por uma substancia,
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enquanto a viabilidade celular avalia a propor¢do de células vivas apds um tratamento. Ambos
0s tipos de ensaios tém aplicacGes importantes na pesquisa cientifica e no desenvolvimento de

produtos.

Podemos observar que, 0 composto apresentou um valor de 1Csp menor para a linhagem
de osteossarcoma que expressa a p53, U20S (p53+/+) do que para a linhagem p53 nula, Saos-
2 (p53-/-), quanto a viabilidade, 1,61uM (***p < 0.0003) e 3,89uM (***p < 0.001)
respectivamente). Indicando uma possivel participacdo da p53 na atividade desse analogo.
Entretanto, este resultado ndo foi observado nas linhagens de carcinoma de colon, HCT-116
(p53+/+) e HCT-116 (p53-/-) (1,89uM e 1,44uM respectivamente) sendo assim, ndo podemos
descartar que nas linhagens de osteossarcoma pode ter ocorrido maior resisténcia, independente
de p53, da linhagem Saos-2 (p53-/-). A citotoxicidade de compostos em células de
osteossarcoma pode ser influenciada pela presenca ou auséncia de p53 funcional. Células de
osteossarcoma com p53 funcional podem ser mais propensas a responder a citotoxicidade
induzida por compostos, enquanto células com p53 mutante ou inativa podem ser mais
resistentes ao tratamento (Celik et al., 2022). No entanto, a resposta a citotoxicidade ¢ uma
interacdo complexa, envolvendo ndo apenas a presenca ou auséncia de p53 funcional, mas
também outros fatores genéticos e propriedades dos proprios compostos. Portanto, a relacdo

entre a p53 e a citotoxicidade deve ser avaliada considerando todos esses aspectos.

E interessante observar que o valor de 1Cso para a linhagem normal de queratindcito
humano HaCat no teste de viabilidade celular, foi superior aos resultados encontrados para as
linhagens cancerigenas, o que indica uma seletividade potencial do composto testado contra
células tumorais. Inicialmente, pensou-se que essas células tivessem um gene p53 do tipo
selvagem, mas pesquisas posteriores revelaram que as células HaCaT abrigam uma mutagao no

gene p53, uma mutacao que leva a uma proteina ndao funcional (Lehman et al., 1993).

A p53 é a mais importante proteina de supressdo tumoral, pois possui varias fungdes
vitais que desempenha no controle do ciclo celular, manutengéo da integridade do DNA e
prevencdo da formacdo de tumores (Brown et al., 2023) e normalmente esta inativada em
células tumorais. Sua ativacdo envolve a estabilizacdo da proteina, aumento da atividade
transcricional e ligacdo ao DNA. Uma vez estabilizada, a p53 pode acumular-se no nucleo e
desencadear a ativacao de diversos genes alvos (Hanson et al., 2019). Portanto, a ativacao da
p53 tem importante implicacdo no bloqueio da carcinogénese. O que demonstra que os efeitos

observados em nosso trabalho, apds o tratamento com o 2615 (inducdo da p53) em células
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U20S (p53+/+) sdo importantes e promissores, visto que este analogo atuou sobre uma proteina

de grande importancia no desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

5.4. Andlise da inibicédo do crescimento das células de osteossarcoma U20S (p53+/+) pelo

ensaio de cicatrizagéo celular (Wound-Healing)

O processo de migracdo celular é fundamental para o desenvolvimento embrionério,
angiogénese, cicatrizacao de feridas, resposta imune e inflamacao. Porém, a migracédo celular
descontrolada é uma das principais causas da metastase, evento em que as células neoplésicas
precisam se desprender do tumor primario para invadir a membrana basal, o sistema vascular e
através deste, atingir sitios distantes, onde poderdo colonizar outros tecidos e 6rgdos (Novikov
etal., 2021). Como a doenca metastatica € o principal fator que leva a mortalidade por cancer,
entender os mecanismos de migracdo celular é essencialmente importante nos estudos
oncoldgicos. Sendo assim, a migracdo e invasao celular sdo fundamentais para o processo de

metastase e, assim, sdo consideradas alvos promissores para bloquear o processo metastatico.

O ensaio de cicatrizacdo celular € normalmente utilizado para quantificar a migracéo
celular em superficies bidimensionais (2-D) ao longo do tempo. E um dos ensaios in vitro de
mais comumente usados para este fim, permitindo determinar a dose ideal dos agentes que estao
sendo testados. As células sdo cultivadas até 100% de confluéncia em monocamada, e uma
cicatriz é feita com uma ponteira de pipeta para criar uma espaco semelhante a uma incisao. A
area "ferida" € fotografada imediatamente apds o ferimento (0h) e em pontos de tempo definidos
posteriormente (24 e 48h), e a migragdo celular é quantificada e expressa como porcentagem

média de fechamento da area arranhada.

Para tal, avaliamos o efeito inibitério do composto 2615, assim como da doxorrubicina,
sobre a migragdo das células U20S (p53+/+). As concentra¢es foram OuM (CN) e 6uM e o
ensaio foi realizado através da técnica de cicatrizacdo. Verificamos que o tratamento com o
composto 2615 reduziu a migracéo das células cancerigenas U20S (p53+/+) em cerca de 25%,

resultado semelhante ao obtido pela doxorrubicina em 24h (Figura 17).
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Figura 17. Os efeitos do 2615 na concentragdo de 6uM foram avaliados sobre a capacidade migratéria das células
U20S (p53+/+). (A) Uma monocamada confluente foi ferida com uma ponta de pipeta estéril e as células foram
deixadas migrar por 24h na presenca de doxorrubicina ou 2615. (B) Gréafico de barras resumido ilustrando a
porcentagem de fechamento. As barras de erro indicam média + EP. Cada experimento foi realizado em triplicata.
(CN: controle negativo DMSO 0,5%). Né&o houve significancia estatistica.

A migracao celular desempenha um papel crucial no desenvolvimento e progressao do
cancer. As células mutadas adquirem a capacidade de se moverem a partir do local original de
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crescimento e invadir tecidos saudaveis ou érgdos adjacentes, evento conhecido como
metastase (Ohshima & Morii, 2021). No osteossarcoma, a metastase normalmente atinge 0s
pulmdes, sendo uma das principais razdes pelas quais essa doenca é tdo perigosa e muitas vezes
fatal (Basile et al., 2020).

Sabendo gque a migracéo celular permite que células cancerosas invadam e se infiltrem
em tecidos circundantes, o que nao apenas afeta o funcionamento normal desses tecidos, mas
também pode resultar em complicacdes graves, como obstrucdo de 6rgdos e disfuncdo de
sistemas biologicos, compreender e controlar a migragdo celular é fundamental para
desenvolver abordagens mais eficazes para tratar o cancer e melhorar os prognésticos dos
pacientes. Em nosso trabalho podemos observar o efeito inibitério do analogo 2615 sobre a
migracao das células U20S (p53+/+), evento que pode ocorrer através de diversos mecanismos.

Possivelmente através da regulacdo de moléculas relacionadas a migracéo celular.

Ao avaliarmos os resultados obtidos, podemos comparar os efeitos do 2615 sobre as
células de OS aos da doxorrubicina, & importante mencionar que, embora a doxorrubicina seja
um agente eficaz contra o cancer, também pode causar efeitos colaterais significativos devido
a sua toxicidade. Assim como, a quimiorresisténcia adquirida do osteossarcoma €
frequentemente observada em pacientes com tumor recorrente e metastases pulmonares. Alguns
pacientes desenvolveram resisténcia a quimioterapia, explicando em alguns casos, recidivas e
progressdo tumoral (Marchandet et al., 2021). Para prolongar o tempo de sobrevida destes
pacientes, é fundamental identificar novas estratégias terapéuticas para sensibilizar as células
cancerigenas aos medicamentos usuais, assim como, 0S e mecanismos de atuacdo dos

compostos em questéo.

5.5. Analise da atividade indutora de caspases 3/7 do analogo 2615

A fim de averiguar se 0 composto 2615 exerce atividade sobre a p53 relacionada com a
inducdo de apoptose, mensuramos a atividade enzimatica das caspases 3/7 em células de
osteossarcoma com diferentes status desta proteina. As células U20S (tipo selvagem para p53)
e Saos-2 (p53 nulo) (Figura 18) foram tratadas com o composto 2615 e com a doxorrubicina
(5uM) por 48h.
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Figura 18. As células U20S (p53+/+) e Saos-2 (p53-/-) foram tratadas com 0 e 5uM do composto 2615 48 horas
e a atividade das caspases3/7 foi mensurada através da detec¢do de fluorescéncia e conversdo em porcentagem de
inducéo. As barras de erro indicam média £ EP. *p < 0,004; **p < 0,009 em comparagido com o CN.

As caspases 3 e 7 sdo enzimas proteoliticas que desempenham um papel central na via
de apoptose, ou morte celular programada. Sua ativacao ocorre durante a apoptose para executar
a clivagem de proteinas celulares, levando a desmontagem controlada da célula (McComb et
al., 2019). Essas caspases sdo expressas a principio, em uma forma inativa (procaspase) e, apos
ativacdo por clivagem, elas podem desmembrar diversas proteinas celulares, causando a
fragmentacdo do DNA, desestabilizacdo do citoesqueleto celular, condensacdo da cromatina e,

por fim, apoptose (McComb et al., 2019).

O composto 2615 demonstrou inducdo da atividade das caspases 3/7 nas linhagens de
OS, contudo, observou-se que o resultado obtido na linhagem celular Saos-2 (p53-/-) foi
comparativamente menor. Esta linhagem pode apresentar regulacdo negativa de enzimas
apoptdéticas, como a pré-caspase 3, isto sugere que a resisténcia a inducdo de apoptose pode
indicar um possivel envolvimento da proteina p53 (Wong et al., 2007). E notavel que a indugio
de caspases 3/7 pela doxorrubicina foi mais significativa em nas Saos-2 (p53-/-). Este
quimioterapico é projetado para ativar vias de apoptose nas células cancerigenas, incluindo a
inducdo das caspases 3 e 7 (Al-Oudat et al., 2019). As caspases 3/7 sdo centrais na cascata de

eventos que leva a apoptose, desempenhando um papel fundamental na morte celular
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programada, que é essencial para o desenvolvimento normal, a homeostase tecidual e a remogéo

de células danificadas, contribuindo para a saude e a integridade do organismo.

A p53 também pode influenciar a atividade das caspases, incluindo as caspases 3 e 7,
através de interacfes com proteinas envolvidas na via apoptética. Quando a célula é exposta a
danos extensos no DNA ou outros tipos de estresse como ROS, a p53 ativa a expressao de
diversos genes-alvo, incluindo aqueles envolvidos na inducdo da apoptose, através da liberacao
de fatores apoptogénicos, incluindo o citocromo C (Wei et al., 2021). A liberagdo do citocromo
C desencadeia a formagdo de um complexo de grande porte chamado apoptossomo, uma
estrutura multiproteica que desempenha um papel central na ativacdo da cascata apoptotica. O
citocromo C liberado se liga a proteina adaptadora Fas-associada com dominio de morte 1
(Apaf-1), promovendo a formacdo do apoptossomo. A Apaf-1 interage com a caspase 9 que é
ativada e por sua vez, desencadeia uma série de eventos em cascata. Ela cliva e ativa as caspases
efetoras, tais como as caspases-3 e -7, que executam o programa de morte celular (Schuler &
Green, 2001) (Figura 19).
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Figura 19. Mecanismo da via apoptotica intrinseca através da ativacdo das caspases 3/7.

Sendo assim, a regulacdo da p53 desempenha um papel fundamental na determinacéo
do destino celular em momentos de estresse ou dano, iniciando a liberacdo de fatores
apoptogénicos e a subsequente ativacao das caspases efetoras 3/7. Sua modulacéo é essencial
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no controle da apoptose e na resposta a condi¢des adversas que ameagam a integridade celular,

a fim de promover a saude celular e a resposta ao estresse em geral.

5.6. Avaliacdo da atividade indutora de apoptose e necrose celular do analogo 2615

As caspases 3 e 7 sdo enzimas chave na regulacdo da apoptose, um processo
fundamental de morte celular programada que ocorre naturalmente em células multicelulares.
A apoptose é um mecanismo critico para o desenvolvimento, a manutencao e o equilibrio dos
tecidos, bem como para eliminar células danificadas, perigosas ou ndo funcionais. Sendo assim,
verificamos se a liberacdo de caspases 3/7 observada em células U20S (p53+/+) estava
relacionada com a inducdo de apoptose. Esta avaliacdo da inducdo de apoptose foi realizada
através da medicdo da ligacdo da Anexina V (luminescéncia) que reflete o processo apoptotico
(Figura 16A). Avaliamos em sequéncia 0 processo necrético, que mensura a perda de
integridade da membrana (fluorescéncia), consistente com necrose secundaria apds apoptose
ou outros mecanismos ndo apoptéticos (Figura 16B). As células U20S (p53+/+) foram tratadas

com o composto 2615 e com a doxorrubicina (0 e 5uM) 48 horas.
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Figura 20. (A) Analise da inducdo de apoptose em células U20S (p53+/+) e Saos-2 (p53-/-) tratadas com
Doxorrubicina e 2615 a 5uM por 48 h. (B) A perda da integridade da membrana foi avaliada na mesma amostra
por fluorescéncia apds o tratamento. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
individuais. ****p< 0,0001 em comparagéo com NC.
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A atividade apoptética do 2615 é um resultado importante na avaliacdo da eficicia do
analogo. Como candidato a agente terapéutico, especialmente em doencas onde a regulacdo
defeituosa da apoptose desempenha um papel central, como no cancer, a regulacdo da morte
celular é critica. A capacidade de um composto de induzir apoptose nas células-alvo é um
indicador promissor de sua potencial utilidade como tratamento. Na avaliagéo de inducdo de
apoptose, 0 composto 2615 apresentou maior efeito que a doxorrubicina em 48 horas de
tratamento. Estudos de nosso laboratorio indicaram que os analogos da curcumina podem estar
associados a ativacdo da p53, aumentando sua expressdo ou atividade (Lima et al., 2018; Silva,
Lima, et al., 2018). Esta interacdo pode resultar na inibicdo de proteinas anti-apoptdticas, como
as da familia Bcl-2, que normalmente impedem a morte celular, favorecendo a ativacdo da
apoptose (J. M. Adams & Cory, 2018; Shankar & Srivastava, 2007). Porém, estudos mais
detalhados sdo necessarios para compreender completamente os efeitos destes compostos na
regulacdo da p53 e suas vias de atuacdo, a fim de descobrir como esses efeitos podem ser

aplicados em contextos de saude e tratamento de doencas.

A inducéo de apoptose pela doxorrubicina € uma caracteristica crucial para sua eficacia
como agente quimioterapico. No entanto, é importante lembrar que a doxorrubicina possui
efeitos colaterais significativos devido a sua toxicidade, afetando células saudaveis, como
células do coracdo (Piegari et al., 2020). Portanto, seu uso requer uma cuidadosa avaliacao de

riscos e beneficios, e geralmente € administrado sob supervisao médica rigorosa.

A necrose tumoral é uma caracteristica complexa e pode ter implica¢Bes tanto na
biologia do tumor quanto no desenvolvimento de estratégias de tratamento. No entanto, é
importante distinguir a necrose tumoral da apoptose, que ¢ uma morte celular programada que

ocorre naturalmente em células saudaveis e é regulada de maneira precisa (X. Qin et al., 2019).

Assim como o resultado encontrado neste trabalho, os estudos comparando a
citotoxicidade de diferentes drogas anticancerigenas mostram que a eficicia da droga é
extremamente influenciada pelas condicGes de cultura das células. No entanto, as tecnologias
atuais ndo imitam totalmente o complexo microambiente tumoral. Se 0os modelos de cancer in
vitro puderem imitar a fisiologia in vivo mais de perto, a eficacia e a toxicidade dos candidatos

a medicamentos poderiam ser avaliadas com maior precisao (Jo et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, relatamos um sistema para o desenvolvimento de inibidores do
complexo HDAC1/Spl. Apesar de termos validado a transfeccdo com os vetores do sistema,
ainda ndo foi possivel a aplicacdo do ensaio na identificagdo de compostos inibidores deste
complexo. Uma segunda abordagem envolvendo o ensaio de inibicdo direta de HDACs foi
utilizado para a triagem de analogos de curcumina, levando ao isolamento do composto 2615
que apresentou maior atividade citotoxica contra a linhagem U20S (p53+/+), resultado
diferente do encontrado na linhagem Saos-2 (p53-/-), 0 que pode estar relacionado a diferenca
de status para a proteina supressora de tumor p53. Em geral, a presenca da p53 mostra-se
importante para a atividade bioldgica dos anédlogos aqui estudados, como demostrado pelo
maior efeito citotdxico e apoptotico contra a linhagem U20S (p53+/+). O fato de o composto
2615 afetar vias moleculares desreguladas no cancer, como apoptose e sinalizacdo da p53 faz
com que este composto seja um possivel candidato para o desenvolvimento de drogas

antitumorais.
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ANEXO 2

1. Cultivo Celular:

Meio de Cultura: As células sdo cultivadas em um meio de cultura apropriado que fornece 0s
nutrientes, sais, aminoacidos e vitaminas necessarios para 0 seu crescimento.

Estufa de Cultivo: As culturas celulares sdo mantidas em incubadoras ou estufas com controle
rigoroso de temperatura, umidade e dioxido de carbono (CO2). A temperatura padréo é 37°C
para células humanas.

Meio Estéril: Todas as técnicas devem ser realizadas em um ambiente estéril para evitar
contaminacéo.

2. Passagem Celular:

Confluéncia: Quando as células atingem uma certa densidade (confluéncia — cerca de 80%) no
recipiente de cultura, elas precisam ser passadas para um novo recipiente para evitar
superconfluéncia e parada no crescimento.

Dissociacdo: As células sdo tratadas com enzimas como tripsina para se desprenderem do
recipiente de cultura.

Diluicéo e Replante: As celulas s&o diluidas em meio fresco e replantadas em novos recipientes
de cultura.

3. Ciclo de Descongelamento/Expanséo:

Celulas Criopreservadas: As linhagens celulares sdo frequentemente criopreservadas para
garantir sua longevidade. Elas sdo armazenadas em nitrogénio liquido em temperaturas muito
baixas.

Protocolo de Descongelamento:

Preparacdo do Meio de Cultura: Prepare 0 meio de cultura completo e aquega-o a 37°C. O
meio deve conter todos os nutrientes necessarios para o crescimento celular, geralmente
suplementado com soro fetal bovino (FBS) ou substitutos do soro.

Retirada do Vial Criopreservado: Retire o vial contendo as células criopreservadas do
nitrogénio liquido e imediatamente coloque-o em um banho-maria a 37°C para descongelar
rapidamente.

Descongelamento Rapido: Gire suavemente o vial no banho-maria para garantir que o
contetdo descongele uniformemente. Assim que o0 conteldo estiver completamente
descongelado, transfira-o rapidamente para um tubo conico de 15 mL contendo meio de cultura
pré-aquecido.

Pagina | 94



Centrifugacdo: Centrifugue as células a baixa velocidade para remover o meio de
congelamento e ressuspender as células em meio fresco.

Expanséo: Apos o descongelamento bem-sucedido, as células sdo expandidas em culturas
sucessivas conforme necessario para experimentos.

Protocolo de Expanséo:

Semeadura das Células: Baseando-se na densidade celular desejada, semeie as células em
novos frascos de cultura contendo meio fresco. Assegure-se de que 0 meio contém todos 0s
suplementos necessarios para o crescimento celular.

Incubacéo: Coloque os frascos de cultura na incubadora a 37°C com 5% de CO2 e umidade
adequada. As células devem ser monitoradas regularmente para verificar seu crescimento e
salde.

Troca de Meio: Substitua o meio de cultura regularmente (a cada 2 dias) para fornecer
nutrientes frescos as células e remover produtos residuais do metabolismo celular.

Passagens Subsequentes: Quando as células atingirem uma confluéncia de aproximadamente
70-80%, elas devem ser passadas para novos frascos para evitar a superconfluéncia, o que pode
prejudicar o crescimento celular. Siga os procedimentos de passagem, incluindo a lavagem com
solucdo tamponada Hanks e a digestdo com tripsina, conforme apropriado para o tipo de célula.

Armazenamento de Backup: Uma vez que as células foram expandidas com sucesso, prepare
varios vials de células para criopreservacao e armazene-os no nitrogénio liquido como backup
para futuros experimentos.

4. Documentacao e Registros:

Registro Detalhado: Todas as passagens, datas, concentracGes celulares, meios de cultura e
condig¢des ambientais devem ser cuidadosamente registrados.

Backup: E essencial manter amostras congeladas como backup em caso de problemas com a
cultura em crescimento.

5. Preparo da solugdo tamponada de Hanks:

A solucdo tamponada de Hanks, também conhecida como solucédo salina balanceada de
Hanks (HBSS, do inglés Hank's Balanced Salt Solution), € uma solu¢do tampdo usada em
laboratorios para vérias aplicagGes, incluindo cultivo celular, técnicas de biologia molecular e
procedimentos de diagnostico. Ela mantém o pH e a osmolaridade adequados para as células
em cultura. Aqui esta uma receita basica para preparar a solugdo tamponada de Hanks:

Ingredientes:

Agua destilada ou deionizada
Cloreto de sadio (NaCl)
Fosfato de sodio dibasico anidro (Na2HPO4)
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Cloreto de potéassio (KCI)

Fosfato de potassio monobasico anidro (KH2PO4)
Bicarbonato de sodio (NaHCO3)

Glucose (opcional, dependendo da aplicagéo)

Procedimento:
Em um recipiente grande, adicione 800 mL de &gua destilada ou deionizada.

Adicione os seguintes sais a &gua enquanto agita para dissolvé-los completamente:
8 g de NaCl (cloreto de sodio)

0,4 g de KCI (cloreto de potéssio)

0,03 g de KH2PO4 (fosfato de potassio monobasico)

0,06 g de Na2HPO4 (fosfato de sddio dibasico anidro)

Se necessario, adicione glucose (aproximadamente 1 g) para aplicagdes que requerem energia
para as células.

Ajuste o pH e a Osmolaridade:
Use acido cloridrico (HCI) ou hidréxido de sodio (NaOH) para ajustar o pH da solugdo
para cerca de 7,2 a 7,4. O pH deve ser verificado com um medidor de pH calibrado.

Complete o Volume e Estabilize a Solucéo:

Complete o volume para 1 litro com agua destilada ou deionizada.
Se necessario, adicione NaHCO3 (bicarbonato de sddio) em pequenas quantidades para
ajudar a manter o pH da solucao durante procedimentos mais longos.

Esterilize e Armazene:

Filtrar a solugdo através de um filtro de membrana de 0,22 um para esterilizagao.
Armazene a solucdo tamponada de Hanks em frascos estéreis e protegidos da luz a
temperatura ambiente ou na geladeira, dependendo da necessidade de uso imediato ou
armazenamento a longo prazo.

Antes de usar a solucdo tamponada de Hanks, é importante verificar a sua esterilidade,
especialmente se for usada em culturas celulares ou em outros contextos onde a
contaminacgéo deve ser evitada.

6. Preparo da solucéo de tripsina:

A tripsina é uma enzima proteolitica frequentemente utilizada em laboratorios de biologia
celular para dissociar células aderentes de placas de cultura, permitindo sua passagem e
subsequente cultivo ou andlise. Para preparar uma solucdo de tripsina, siga estas etapas:

Ingredientes:

Tripsina: A quantidade dependerd da concentracdo da solugdo desejada e do volume
necessario.
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EDTA (Acido Etilenodiaminotetracético): Usado para inibir a acdo da tripsina e
proteger as células durante o processo de dissociacéo.

Solucdo Salina Balanceada de Hanks (HBSS) ou PBS (solucéo salina tamponada com
fosfato): Usada como veiculo para a tripsina.

Procedimento:

Dissolva a quantidade apropriada de tripsina em uma quantidade pequena de HBSS ou
PBS para criar uma solugdo concentrada. A concentracdo tipica de tripsina varia entre
0,025% a 0,5%.

Adicione EDTA a solucéo de tripsina para alcancar uma concentracdo final de 0,1% a
0,5%. O EDTA inibe a tripsina e protege as células durante a dissociacéo.

Misture e Dissolva:

Agite ou misture suavemente para garantir que a tripsina e o EDTA estejam
completamente dissolvidos na solugéo salina.

Estéril e Armazene:

Filtre a solucdo de tripsina-EDTA usando um filtro de membrana estéril de 0,22 pm
para garantir a esterilidade.

Armazene a solucdo de tripsina estéril em frascos herméticos e protegidos da luz a
temperaturas adequadas para sua estabilidade. Geralmente, a solucdo de tripsina é
armazenada a -20°C.

Uso: Quando necessario, a solucdo de tripsina € adicionada as células aderentes em uma placa
de cultura. Apos um curto periodo de incubacéo, a tripsina dissociara as celulas, permitindo que
sejam recolhidas e centrifugadas. Ap6s a remocdo do sobrenadante, as células podem ser
ressuspendidas em meio fresco para cultivo ou em tamp&o para analises posteriores. E crucial
monitorar de perto o processo, pois 0 tempo de exposi¢édo a tripsina deve ser controlado para
evitar danos as células.
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