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RESUMO

PAPEL DO SSi6 NA MORTE CELULAR E EFEITOS ANTIMETASTATICOS NO
CANCER DE MAMA TRIPLO NEGATIVO: ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO — Na
atualidade, o desenvolvimento de novos farmacos/compostos para 0 combate do cancer de
mama € um dos principais desafios desta area de pesquisa. Entre os diferentes subtipos desta
doenca, o cancer de mama triplo negativo (CMTN) é considerado o0 mais agressivo e o de pior
prognostico, visto que ndo tem um alvo terapéutico especifico. Neste sentido, o
desenvolvimento de potenciais candidatos a medicamentos antitumorais para o tratamento deste
subtipo é um dos maiores desafios clinicos e de pesquisa. Assim, no primeiro capitulo desta
tese, foi mostrado o efeito citotoxico seletivo in vitro do SSi6 na linhagem triplo negativa de
mama MDA-MB-231. Ao contrério do seu homélogo natural o [6]-gingerol (6G), este novo
composto induziu a morte celular pela ativacdo de dois processos, a autofagia (ativacao inicial
ao tratamento) e a apoptose independente das caspases (inducdo tardia ao tratamento),
promovidas pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Esta estratégia de induzir
mecanismos combinados de morte celular é uma alternativa interessante para o tratamento de
tumores triplo negativos resistentes as drogas que induzem a apoptose canbnica. Dada esta
atividade promissora, no segundo capitulo foram investigados os efeitos antitumorais e
antimetastaticos do SSi6 nas células MDA-MB-231 em modelos xenogréaficos. Primeiro, foi
demostrado que o SSi6 ndo provoca efeitos toxicos in vivo, evidenciado principalmente pelo
monitoramento do peso corporal dos camundongos e por parametros hematoldgicos e
histologicos. No modelo xenografico ortotopico, o SSi6 (15 mg/kg) retardou o crescimento do
tumor primario, como também a progressdo metastatica dos linfonodos axilares para os
pulmdes. Finalmente, no segundo modelo xenografico com resseccdo do tumor primario, foi
confirmado que o SSi6 bloqueia a progressao das metastases dos linfonodos axilares para 0s
pulmdes e outros 6rgdos viscerais. Tomados em conjunto, os resultados demostram que o SSi6
€ um composto promissor a ser investigado em outros modelos pré-clinicos, o que permitiria
no futuro sua aplicacdo em ensaios clinicos como terapia simples ou combinada para o
tratamento do CMTN.

Palavras-chaves: cancer de mama triplo negativo; composto semissintético; efeitos

citotoxicos; autofagia e apoptose; progressdo metastatica; modelos xenograficos.
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ABSTRACT

ROLE OF SSi6 IN CELL DEATH AND ANTIMETASTATIC EFFECTS IN TRIPLE
NEGATIVE BREAST CANCER: IN VITRO AND IN VIVO STUDIES — Nowadays, the
development of new drugs/compounds to combat breast cancer is one of the main challenges
of this research area. Among the different subtypes of this disease, triple negative breast cancer
(TNBC) is considered the most aggressive and the one with the worst prognosis, since it has no
specific therapeutic target. In this regard, the development of potential antitumor drug
candidates for the treatment of this subtype is a major clinical and research challenge. Thus, in
the first chapter of this thesis, the in vitro selective cytotoxic effect of SSi6 on the triple negative
breast cell line MDA-MB-231 was shown. Unlike its natural homologue [6]-gingerol (6G), this
new compound induced cell death by activation of two processes, autophagy (initial activation
upon treatment) and caspase-independent apoptosis (late induction upon treatment), promoted
by the generation of reactive oxygen species. This strategy of inducing combined mechanisms
of cell death, is an interesting alternative for the treatment of triple negative tumors resistant to
drugs that induce canonical apoptosis. Given this promising activity, in the second chapter the
antitumor and antimetastatic effects of SSi6 on MDA-MB-231 cells in xenograft models were
investigated. First, it was demonstrated that SSi6 does not cause toxic effects in vivo, shown
mainly by monitoring the body weight of mice and by hematological and histological
parameters. In the orthotopic xenograft model, SSi6 (15 mg/kg) slowed down the growth of the
primary tumor, as well as the metastatic progression from axillary lymph nodes to the lungs.
Finally, in the second xenograft model with resection of the primary tumor, the SSi6 was
confirmed to block the progression of metastases from axillary lymph nodes to the lungs and
other visceral organs. Taken together, the results demonstrate that SSi6 is a promising
compound to be investigated in other preclinical models, which would allow its future

application in clinical trials as a single or complementary therapy for the treatment of TNBC.

Keywords: triple-negative breast cancer; semisynthetic compound; cytotoxic effects;

autophagy and apoptosis; metastatic progression; xenograft models.
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1. INTRODUCAO E VISAO GERAL

Mudangas no modo e estilo de vida, além do envelhecimento da popula¢do mundial
estdo provocando o aumento do nimero de casos de doencas crénicas nao transmissiveis, entre
elas o cancer (BENNETT et al., 2018; BRAY et al., 2018). Habitos de vida como uma ma
alimentacdo, aumento da massa corpOrea, tabagismo, consumo excessivo de alcool,
sedentarismo, etc., podem levar ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer
(LEWANDOWSKA et al., 2019). De fato, uma alta percentagem (~30%) das mutacdes que
causam o cancer deriva desses fatores de riscos e outros fatores ambientais, enquanto somente
5% correspondem a hereditariedade. No entanto, a maior percentagem (~60%) das mutacoes
associadas ao cancer estdo relacionadas a erros aleatérios durante a divisdo celular
(TOMASETTI; LI; VOGELSTEIN, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), na atualidade o cancer é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade no mundo (WHO, 2019). Somente em 2020
estimou-se que mais do 50% dos 19,3 milhdes de novos casos diagnosticados de pacientes com
cancer no mundo foram a ébito, ou seja, mais de 9,5 milhdes de pessoas faleceram por conta
dessa doenca (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020). O mais preocupante € que segundo
projecdes da OMS, espera-se que para 2040 o nimero de novos casos de cancer aumente cerca
de 56%, chegando a cifra de 30,2 milhdes de novos diagndsticos por ano (WHO, 2020). Este
aumento poderia ser reduzido caso mudancas no estilo de vida das pessoas forem adotadas,
como ter uma dieta saudavel, praticar atividade fisica, evitar o consumo de alcool e tabaco,
entre outras (BARNARD, 2004; ANAND et al., 2008).

Durante anos, o cancer de pulméo tem sido o tipo de cancer mais diagnosticado, porém,
as estatisticas atuais mostram que o cancer da mama ultrapassou-o em nimero de casos,
tornando-se o tipo de cancer de maior incidéncia e prevaléncia na populacdo mundial
(GLOBOCAN, 2020). Como pode ser observado na Figura 1, o cancer de mama representou
11,7% do total de novos casos diagnosticados no mundo em 2020 (mais de 2,2 milhdes),
seguido dos canceres de pulméo (11,4%), colorretal (10%), prostata (7,3%) e estbmago (5,6%).

Particularmente no Brasil, o cancer também representa uma das principais causas de
mortalidade na populagdo. Em 2020, um total de 592 mil de novos casos foram diagnosticados
e registradas mais de 260 mil novas mortes por cancer (WHO, 2020; INCA, 2020). A maioria
destes novos casos foram diagnosticados nas regides Sudeste (principalmente Sdo Paulo e 0
Rio de Janeiro) e Nordeste do pais (sobretudo Fortaleza e Recife), regifes onde esta concentrada

a maior parte da populagéo brasileira. Do total dos novos casos, o cancer de prdstata € o mais
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prevalente no sexo masculino (97,2 mil casos; 32,4%) (vide Figura 2A), enquanto o cancer de
mama é o mais predominante no género feminino (88,4 mil casos; 30,3%) (Figura 2B)
(GLOBOCAN, 2020).

Figura 1 — NUmero de novos casos de cancer no mundo em 2020 (ambos os sexos e idades de 0-85 anos). Fonte:
imagem adaptada de (GLOBOCAN, 2020).

Mama
261419 (11.7%)

Pulmdo
2206 771 (11.4%)

Outros tipos de cancer

8275743 (42.9%) Colorretal

1931 590 (10%)

Préstata
1414259 (7.3%)

Estdmago
1089 103 (5.6%)

Esiifago
604 100 (3.1%)

Colo de utero Figado
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Total: 19 292 789 de novos casos

Figura 2 — NUmero de novos casos de cancer no Brasil em 2020: A) homens e B) mulheres de 0-85 anos. Fonte:
imagens adaptadas de (GLOBOCAN, 2020).

A) B)

Mama
88 492 (30.3%)

Prostata

97 278 (32.4%) Outros tipos
Outros tipos de cincer

de cincer

128 054 (42.79%) 116 347 (39.8%)
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12 961 (4.3%) 23162 (7.7%) Colode dtero Tiroides
17 743 (6.1%) 24 513 (8.4%)
Total: 300 114

Total: 292 098

Com relagdo especificamente ao cancer de mama, este € um grupo de carcinomas que
recebe um foco especial, pois apresenta uma alta heterogeneidade clinica, morfoldgica e
bioldgica, permitindo diferenciar  diversos subtipos moleculares (SKIBINSKI;
KUPERWASSER, 2015; TURASHVILI; BROGI, 2017; LUOND; TIEDE; CHRISTOFORI,
2021). Essa alta complexidade dificulta a definicdo de condutas clinicas, podendo por vezes
resultar em tratamentos inadequados aos pacientes. Em nivel molecular (analise imuno-
histoquimica), o cancer de mama se classifica em quatro subtipos principais, diferenciados pela
expressao de receptores hormonais (receptor de estrogénio e receptor de progesterona), bem

como na amplificacdo do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2)
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(CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009; TSANG; TSE, 2020). Esta classificagdo fornece
informacgdo fundamental para o médico na escolha do melhor plano terapéutico para os

pacientes.

Os canceres mamarios positivos para a expressao de receptores hormonais representam
cerca de 60-70% de todos os diagndsticos (LI, JIEHUA et al., 2015). Dentre eles, o luminal A
caracteriza-se pela presenca do receptor de estrogénio (RE+) e/ou do receptor de progesterona
(RP+), sendo negativos para a amplificacdo do HER2 (HER2-) (GAO; SWAIN, 2018). Além
de ser um dos subtipos de cancer de mama mais prevalente, € também o que possui melhor
prognostico para 0s pacientes, uma vez que estes respondem facilmente ao tratamento
enddcrino ou hormonal. Esta caracteristica deve-se a que este subtipo apresenta um indice ki67
baixo (<10%), o qual estd associado com uma baixa proliferacdo das células tumorais
(CHEANG et al., 2009). De forma similar, os tumores encontrados no subtipo luminal B podem
ser positivos para ambos os receptores hormonais (RE+ e RP+), porém, podem ser positivos
também para o receptor HER2 (HER2+). Devido a que neste subtipo os tumores possuem um
indice ki67 de 10-14%, o luminal B é considerado mais agressivo quando comparado ao luminal
A (CHEANG et al., 2009; ADES et al., 2014).

Outro subtipo comumente diagnosticado é o HER2 (~10-15% do total dos casos de
diagnosticados), que tal como o nome o indica, trata-se de um grupo de tumores que
superexpressam o HER2 (HER2+) (ki67 >14%) (SLAMON et al.,, 1987; FIGUEROA-
MAGALHAES et al., 2014). Similares aos luminais A e B, as terapias alvo contra este subtipo
sdo muito eficazes (LEHMANN et al., 2011; DAI et al., 2017). Por outro lado, um subtipo que
gera muita preocupacdo € o triplo negativo (TN), devido a sua alta heterogeneidade e,
principalmente, a auséncia de alvos moleculares bem definidos (YIN et al., 2020). Essa
auséncia evidencia-se pela baixa ou nula expressdo de todos os marcadores moleculares
anteriormente descritos, ou seja, 0s tumores deste subtipo sdo considerados RE—, RP— e HER2—
(DAWSON; PROVENZANO; CALDAS, 2009). Em relacdo a heterogeneidade do cancer de
mama triplo negativo (CMTN), Lehmann e colaboradores classificaram as linhagens triplo
negativas em sete categorias: basal-like 1, basal-like 2, imunomoduladora, mesenquimal,
mesenguimal stem-like, receptor luminal androgénico e o instavel (LEHMANN et al., 2011).
Dada estas variagcdes, 0 CMTN apresenta diferentes caracteristicas e velocidades de progresséo
nos pacientes (DENT et al., 2007), os quais apresentam o pior prognostico de sobrevida entre
0s quatro subtipos de cancer de mama. O CMTN representa em torno de 15-20% do total de

diagnosticos de cancer de mama invasivos (RAKHA et al., 2006).
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Tendo identificado o subtipo de cancer de mama no paciente, outro ponto de extrema
relevancia para escolher o melhor plano terapéutico é determinar o estagio da doenca (ACS,
2018). Neste sentido, a determinacdo dos estagios, ou estadiamento do cancer de mama, €
realizada tendo em conta um grupo de pardmetros como a localizacdo, tamanho e volume do
tumor, invasao direta e linfatica (grau de disseminagdo do tumor), metastases distantes (6rgéos
afetados), diagndstico histopatolégico, manifestagdes sistémicas, duracdo dos sinais e sintomas,
sexo e idade do paciente, etc. (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2017). Neste
contexto, o sistema de estadiamento mais utilizado é o denominado sistema de classificacdo
dos tumores malignos (TNM), indicado pela Union for International Cancer Control (UICC).
Esse sistema baseia-se na extensdo anatdbmica da doenca, considerando as caracteristicas do
tumor primario (T; doenca localizada), as caracteristicas dos linfonodos do 6rgdo em que 0
tumor se localiza (N; localmente avangado), e a presenca ou auséncia de metastases a distancia
(M; metastéatico). Estes parametros recebem subclassificagdes mais complexas como mostrado
na Tabela 1, as quais vdo de TO a T4 (relacionado ao tamanho e extensdo do tumor primario),
de NO a N3 (o que indica a auséncia ou a presenca de metastases em linfonodos regionais) e de
MO a M1 (auséncia ou presenca de metastases distantes) (SAWAKI; SHIEN; IWATA, 2019).

Tabela 1 — Critérios para estadiamento de tumores mamarios de acordo com a classificagdo TNM da UICC.
Fonte: tabela adaptada e modificada de (SAWAKI; SHIEN; IWATA, 2019).

Tumor Estagio do Metastases
Classificacdo Caracteristicas Estagio| primario linfonodo -
. distantes (M)
(M regional (N)
T- Sem tumor o | - NO MO
Tumor
T1 Tumor <2 cm | Tl NO MO
T2 Tumor > 2 cm, porém, <5 cm T0 N1 MO
T3 Tumor >5 cm Tl N1 MO
Tumor de qualquer tamanho com A
T4 extensdo direta na parede T2 NO MO
toracica ou na pele
N T2 N1 MO
Linfonodos B
NO Sem_ células tumorais em T3 N1 MO
linfonodo regional
N1 Metastases moveis regionais TO NO MO
N2 Sem metastases moveis regionais A Tl N2 MO
N3 Cancer nos,g_ang_llos linfaticos T2 N2 MO
mamarios internos
M- T3 N1/N2 MO
Metéstases
MO Sem metéstases distantes 1B T4 Qualquer N MO
M1 Metastases glstantes no figado, NC | Qualquer T N3 MO
pulmao, 0sso, etc.
I\ Qualquer T Qualquer N M1
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Um dos maiores problemas relacionados ao cancer de mama € a alta probabilidade da
doenca evoluir para metastase. Mundialmente, a doenca metastatica representa um sério
problema de saude publica, pois provoca de maneira direta ou indireta a maioria das mortes
(>90%) relacionadas com o cancer (STEEG, 2006; QIAN; MEI; ZHANG, 2017). Apesar dos
avancos no diagndstico precoce e tratamento, uma em cada trés mulheres pode apresentar
metastases no momento do diagnéstico (WEIGELT; PETERSE; VAN'T VEER, 2005). Deste
modo, varias sdo as questdes ndo resolvidas que se enquadram no campo de pesquisa das
metastases, incluindo a busca dos eventos moleculares fundamentais para o desenvolvimento
do processo metastatico, e que representariam alvos terapéuticos especificos (FARES et al.,
2020).

A cascata metastatica obedece a uma sequéncia altamente organizada de etapas, a qual
requer da participacdo de células do estroma (ex., fibroblastos e células endoteliais), moléculas
e fatores de crescimento especificos e componentes da matriz extracelular (MEC; colageno,
fibronectina, &cido hialurénico, laminina, entre outros), constituindo assim o microambiente
tumoral (MAT) (JOYCE, 2005). Neste processo, as células tumorais controlam a funcdo dos
componentes celulares e ndo-celulares por meio de interac@es e redes de sinalizacdo complexas
para fazer com que as células do estroma trabalhem em seu beneficio. Como consequéncia, tais
vias de sinalizacdo interligadas auxiliam na formacdo e manutengdo do tumor, promovem a
multirresisténcia aos farmacos antitumorais e criam uma resposta deficiente frente a
quimioterapia (UNGEFROREN et al., 2011; LI et al., 2018).

Como pode ser observado na Figura 3A (representacdo do MAT), a interacdo das
celulas tumorais com seu ambiente é dindmica e bidirecional, e inclui: (i) interagdo com células
imunes como linfocitos, macréfagos e neutréfilos, que sintetizam citocinas anti-inflamatérias
que favorecem a imunossupressao; (ii) interacdo com os Cancer-Associated Fibroblasts (CAFs)
e Tumor-Associated Macrophage (TAM), o que leva a producdo de diversos fatores como o
Fibroblast Growth Factor 2 (FGF2) e o Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A),
envolvidos no crescimento do tumor e nos processos de angiogénese e metastase. Alem destas
interacOes, a producdo e liberacdo de exossomos pelas células tumorais transmite uma grande
quantidade de informac6es relacionadas com as propriedades moleculares e genéticas do tumor
para as células saudaveis, bem como para outras células residentes nas proximidades ou em
locais distantes da regido tumoral (UNGEFROREN et al., 2011). Deste modo, as interagdes das
células tumorais com seu ambiente promovem a heterogeneidade das células neoplasicas, a

expansdo clonal e a resisténcia as drogas, resultando eventualmente na progressao metastatica.
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Figura 3 — Disseminacdo tumoral. A) O microambiente tumoral é o entorno que envolve um tumor, incluindo os
vasos sanguineos circundantes, células imunes, fibroblastos, moléculas de sinalizagéo e a MEC. Os tumores podem
influenciar o microambiente ao liberar sinais extracelulares, promovendo a angiogénese tumoral e induzindo a
tolerancia imunoldgica periférica. A partir dessa sinalizagdo, ativa-se B) a cascata metastatica. Esse processo inicia
com a ruptura da lamina basal, através da invasdo da MEC. A invaséo é seguida do intravasamento, fendbmeno
pelo qual a célula tumoral entra em um vaso sanguineo ou linfatico e continua a circular através do corpo. Os
receptores de superficie celular determinam a parada da célula tumoral em um capilar. Apds sua parada, a célula
tumoral procede ao seu extravasamento para a matriz conectiva perivascular, para proliferar e colonizar em seu
novo local e formar as metastases. Fonte: imagens adaptadas do template do software gratuito BioRender
(www.biorender.com)
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Como consequéncia dessas interacdes o processo metastatico é iniciado (vide Figura 3B).
Primeiro, as células tumorais do tumor primario perdem a sua polaridade celular e adeséo
célula-célula, e adquirem propriedades migratérias e invasivas para se tornarem células
mesenquimais (processo conhecido como Transicdo Epitélio-Mesenquimal, TEM)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; YE; WEINBERG, 2015). Uma vez transformadas, na
segunda etapa as células tumorais ligam-se a macrofagos que causam uma permeabilidade
transitéria na vasculatura, além disso, as células produzem metaloproteinases de matriz
(MMPs) especificas que ajudam ao processo de intravasamento (entrada nos vasos sanguineos)
(REYMOND; D’AGUA; RIDLEY, 2013; WONG; SEARSON, 2017). J4 na corrente sanguinea


http://www.biorender.com/
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(terceira etapa), a distribuicdo das células € determinada pelo fluxo sanguineo e pelas interagdes
entre as células tumorais e os 6rgdos secundarios que elas colonizam, neste caso, as células
tumorais circulantes (CTCs) podem ficar presas em pequenos capilares, ao mesmo tempo que
podem expressar receptores que se ligam aos locais que suportam a metastase. Adicionalmente,
durante este processo de circulagdo, a interacdo das CTCs com as plaquetas leva a formagéo de
um escudo de revestimento em torno dos agregados de células tumorais, o que além de impedir
a deteccdo das mesmas pelas células do sistema imune, fornece uma estrutura celular para
tolerar as tensdes fisicas da circulacdo (ex., resisténcia as forcas vasculares e a pressdo
mecéanica) (GAY; FELDING-HABERMANN, 2011; PLACKE et al., 2012).

Na quarta etapa ou processo de extravasamento, ocorrem interagdes ligante-receptor
que favorecem a ancoragem, organotropismo e a colonizacdo das CTCs. Em diversos
momentos, como no caso da circulacdo, as CTCs passam por pequenos capilares onde ficam
aprisionadas, isto leva a ruptura microvascular e forca as células a sofrerem extravasamento
(MINN et al., 2005; NGUYEN; MASSAGUE, 2007). Neste caso, 6rgdos como o figado, o
pulmdo e 0sso possuem capilares sinusoidais altamente permeaveis, e por esse motivo, sdo
6rgos que geralmente apresentam uma elevada taxa de metéastases (MASSAGUE; OBENAUF,
2016). Finalmente, na quinta etapa, as células tumorais colonizam 6rgdos metastaticos, por
meio de uma nova diferenciacdo, partindo de um fenétipo mesenquimal para um fenétipo
epitelial (Transicdo Mesenquimal-Epitelial, TME). Esta nova diferenciacdo se produz através
de interacBes das células tumorais com o0 MAT, o0 que permite a expressao de fatores de
crescimento que favorecem a evolucdo das macrometéstases (PEINADO; LAVOTSHKIN;
LYDEN, 2011).

Diante desta problematica, existe uma necessidade urgente de investigar, desenvolver
e aplicar novas abordagens terapéuticas que possam impedir ou minimizar a progressdo do
processo metastatico no CMTN. No entanto, o resultado dessas abordagens nem sempre é
satisfatorio, especialmente quando os farmacos utilizados possuem pouca seletividade para as
células neoplésicas e como consequéncia baixa eficiéncia para bloquear o avanco deste
processo. Além disso, a resisténcia das células tumorais frente aos farmacos utilizados na
guimioterapia atual constitui outro desafio desta area de pesquisa. Neste contexto, o estudo de
novos candidatos farmacologicamente ativos (naturais ou sintéticos) a serem utilizados no
tratamento do cancer de mama, especialmente para o subtipo triplo negativo, sdo extremamente

relevantes para a diminui¢do das mortes associadas a progressao das metéstases.
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Nas Ultimas décadas tem-se acentuado a importancia da elaboragéo e implementacédo
das fases pré-clinicas e clinicas para o desenvolvimento de novos medicamentos (HUGHES et
al., 2011; MOHS; GREIG, 2017). No entanto, a elaboracdo de protocolos para o teste de novos
farmacos é uma tarefa complexa e que implica na utilizacdo de varias areas do conhecimento,
como a biologia molecular e celular, a farmacologia, a quimica, a informatica, a toxicologia, a
farmacéutica, o registro e marketing, entre outros (DREWS, 2000; VAN GOOL; HENRY;
SPRENGERS, 2010). Neste sentido, decidir se um candidato a medicamento esta pronto para
testes clinicos, envolve extensos e exaustivos ensaios pré-clinicos, os quais fornecem
informagdes preliminares sobre a eficécia, a toxicidade, a farmacocinética e a seguranca do
composto em estudo. Devido a isto, o desenvolvimento de um medicamento desde a descoberta

do alvo até a aplicacdo clinica leva em média de 12 a 16 anos (DIMASI et al., 2010).

De forma geral, como esquematizado na Figura 4, o processo de desenvolvimento de
novos farmacos segue cinco etapas bésicas: (1) desenvolvimento do candidato a farmaco; (2)
pesquisa pré-clinica; (3) pesquisa clinica; (4) revisao e autorizacao pela autoridade responsavel
pela regulacdo e controle de novos farmacos (no caso dos Estados Unidos e o Brasil, as agéncias
reguladoras sdo a FDA e a ANVISA, respectivamente) e (5) monitoramento de seguranca pos-
marketing das agéncias reguladoras (REDA; KAUFMANN; DELAHAYE-DURIEZ, 2019;
VAN NORMAN, 2019).

Figura 4 — Etapas do desenvolvimento e aprovacao de novos farmacos. Fonte: imagem elaborada e adaptada pela
autora de (REDA; KAUFMANN; DELAHAYE-DURIEZ, 2019).
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Cabe destacar que na etapa 1, milhares de compostos (biologicamente ativos) podem
ser catalogados como candidatos potenciais para o tratamento médico de uma determinada

doenca, porém, ao final do processo, somente um nimero bastante reduzido desses compostos
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chegam até o final do processo. Os farmacos aprovados idealmente caracterizam-se por possuir
uma alta afinidade e seletividade pelo alvo especifico, poucos efeitos colaterais, alta eficicia de
tratamento (uso de pequenas doses), estabilidade metabdlica (tempo de meia-vida) e alta

biodisponibilidade.

Uma vez feita a descoberta e o desenvolvimento do composto candidato a farmaco,
tem inicio a parte dos estudos pré-clinicos, os quais pretendem determinar a eficécia, a
farmacocinética (perfis de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo), a toxicidade e a
seguranca do composto em estudo. Esta etapa é realizada geralmente por meio do uso de
modelos in vitro (cultura de células) e in vivo (modelos animais), além do estudo do perfil in
silico das interagbes composto-alvo terapéutico utilizando ferramentas computacionais
(DUGGER; PLATT; GOLDSTEIN, 2018).

Nos ensaios in vitro, as linhagens celulares tumorais e ndo tumorais derivadas de
humanos e animais séo tratadas com diferentes concentragbes do composto em estudo, para
avaliar o efeito que este possa ter na viabilidade celular, além do estudo de aspectos
relacionados com seu modo de acdo. Os modelos in vitro sdo relativamente baratos e faceis de
desenvolver em comparacdo com 0s ensaios in vivo, bem como fornecem dados preliminares
confidveis sobre o comportamento/efeito do composto nas células neoplasicas e ndo neoplésicas
(ZOLl etal., 2001). Apesar disto, os modelos in vitro possuem uma grande desvantagem na sua
concepcao, ja que ndo fornecem informacdo de como o composto interage com todos 0s tipos
de células que existem dentro de um organismo vivo, ou seja, 0s modelos in vitro sdo modelos
simplificados que podem ndo considerar eventos muito importantes como as interacdes célula-
célula e processos bioquimicos que ocorrem durante o metabolismo. Especificamente nas
pesquisas relacionados com o cancer, os modelos pre-clinicos in vitro tém enfrentado sérios
inconvenientes, pois muitos dos compostos encontrados promissores utilizando esses ensaios
ndo sdo eficazes quando testados em modelos in vivo (LORIAN, 1988; GHALLAB, 2013).
Como resultado, estes estudos receberam a reputacdo de serem "menos traduziveis" para o ser
humano. Contudo, os estudos in vitro continuam sendo parte fundamental das pesquisas pré-
clinicas, inclusive, para a determinacdo das atividades antitumorais de diferentes compostos
frente ao CMTN (GILLETTE, 1984; GARGIULO, 2018).

Por outro lado, diferente dos testes in vitro, os modelos in vivo sdo realizados
utilizando animais para seu estudo (como, por exemplo, camundongos, ratos, macacos, coelhos,
entre outros), pois embora existam muitas diferengas entre humanos e animais, a maioria delas

evidentes, em termos fisioldgicos e anatbmicos eles sdo notavelmente semelhantes (vide Figura
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5) (CARSON BANKS, 2009). Animais como camundongos e macacos possuem 0S mesmos
orgdos (coragdo, pulmdes, cérebro, etc.) e os mesmos sistemas bioldgicos (respiratério,
cardiovascular, nervoso, etc.) que os humanos, inclusive, desempenhando as mesmas fungdes.
Deste modo, 0s ensaios in vivo conseguem superar a maior limitacdo dos estudos in vitro, pois
permitem determinar, de uma forma mais préxima, a a¢cdo ou 0 comportamento de um composto
em um organismo vivo, considerando todas as interagdes biologicas que ndo podem ser
reproduzidas em uma célula isolada. Assim, os estudos pré-clinicos in vivo auxiliam os
pesquisadores a prever de uma forma mais precisa parametros como a toxicidade, a eficacia e
nivel de seguranca para sua aplicacdo de um candidato a farmaco (FDA, 2020). Além disso, 0s
avancos na edi¢do de genes tém ajudado aos cientistas a reproduzir algumas doencas humanas

em animais com maior precisdo, tornando cada vez mais realista a pesquisa em modelos in vivo.

Figura 5 — Semelhancas fisiologicas e anatdmicas entre humanos e camundongos. Fonte: imagem modificada de
(CARSON BANKS, 2009).
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Né&o obstante, como todo modelo, os estudos pré-clinicos in vivo tém suas proprias
deficiéncias e limitacdes (VAN NORMAN, 2019). Nesse sentido, os estudos com animais
demandam muito tempo e recursos, exigindo treinamento avancado do pessoal e altas taxas de
manutencdo. Embora existam muitos modelos in vivo “humanizados”, existem ainda diferencas
fisioldgicas consideraveis entre animais e humanos, 0 que leva muitas vezes a diferencas
significativas entre os resultados encontrados in vivo e nas etapas posteriores do processo de
desenvolvimento e aprovacdo de um novo farmaco (MIWA et al., 2019). Apesar disto, 0s
ensaios in vivo continuam sendo 0s mais aceitos para predizer o comportamento dos compostos

em estudo.
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Por outro lado, os ensaios in silico também formam parte fundamental dos ensaios pré-
clinicos (VICECONTI et al., 2021). Estes testes sdo realizados via simulagdo computadorizada
da interacdo do composto sob estudo com sistemas bioldgicos, permitindo a identificacdo de
alvos moleculares, efeitos no metabolismo, em potenciais enzimas metabdlicas ou outras
enzimas especificas. Tais simulacbes também permitem estimar as propriedades
farmacocinéticas de um determinado composto na fase inicial da descoberta de medicamentos
(FERREIRA et al., 2015; MAKHOURI; GHASEMI, 2018). Para tal, é preciso conhecer as
estruturas tridimensionais tanto do ligante (composto) como do(s) sitio(s) de ligacdo de
interesse no receptor, além da biomolécula alvo que pode ser uma proteina ou um &cido nucleico
(PINZI; RASTELLLI, 2019; TORRES et al., 2019). Espera-se que 0s avancos tecnoldgicos nesta
area de pesquisa tornem cada vez mais popular o uso desta ferramenta computacional para
compreensdo do comportamento da dinamica molecular dos medicamentos em sistemas

bioldgicos.

Uma vez concluida a etapa de pesquisas pré-clinicas, o desenvolvimento de
medicamentos continua com a fase de estudos clinicos, os quais sdo realizados, pela primeira
vez no processo, em humanos (COMMISSIONER, 2020). Esta etapa requer de um adequado e
rigoroso planejamento logistico para garantir seu sucesso, pois dada a elevada complexidade
do desenho dos ensaios e 0s custos associados, qualquer pequena variagao no desenvolvimento
dos testes pode comprometer significativamente os resultados obtidos e consequentemente as
conclusdes dos ensaios clinicos. Esta etapa se compde de trés fases (I, Il e 111), cada uma com

um nivel de complexidade e caracteristicas especificas.

Os testes de Fase | sdo os primeiros estudos clinicos de um novo candidato a
medicamento, sendo realizados contemplando um pequeno grupo de individuos saudaveis
(<100) (O’QUIGLEY; PEPE; FISHER, 1990; COMMISSIONER, 2019). As informacdes
obtidas nesta fase estdo relacionadas com a tolerancia (dosagem considerada segura para seu
uso), o perfil farmacocinético, e os efeitos secundarios gerados nos humanos pela aplicagédo do
composto em estudo (KIM, JANG HWAN, 2013; YIN, GUOSHENG; LI; JI, 2006). Nesta fase,
é aplicado o sistema de dose ascendente (DDA), em que 0s sujeitos em estudo sdo tratados com
doses crescentes do composto em pequenos grupos denominados coortes (FRANCIS et al.,
2013; SHEN et al., 2019). Na primeira coorte, 0s sujeitos recebem uma dose muito baixa do
composto em estudo ou um placebo. Na seguinte, € aumentada a dose, se a seguranca e a
tolerabilidade permitirem. O escalonamento da dose € interrompida quando a tolerabilidade
méaxima e/ou exposi¢do maxima é atingida (STORER, 1989). Os estudos DDA séo geralmente

seguidos por estudos de doses multiplas ascendentes (DMA), que possuem um
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desenvolvimento muito semelhante ao DDA, em que 0s sujeitos séo divididos em coortes e
recebem doses multiplas do medicamento em estudo ou placebo (SHEN et al., 2019; DESAI et
al., 2021). Embora a seguranca e a tolerancia ainda sejam pontos finais importantes, a aplicacdo
de doses multiplas permite saber com anterioridade os efeitos farmacodinamicos, aléem da
farmacocinética dos compostos (FRANCIS et al., 2013). Dependendo do potencial de risco,
seguranca e tolerancia revelada pelo estudo de DDA, muitos estudos de DMA ja podem

envolver pacientes em vez de individuos saudaveis.

Por outro lado, os estudos clinicos da Fase Il avaliam a seguranca e eficacia do
medicamento em grupos maiores de pacientes (100-500) (COMMISSIONER, 2020).
Geralmente, os estudos na Fase 1l sdo divididos em duas etapas (Fases lla e 1lb). A Fase lla é
projetada para avaliar os requisitos de dosagem e seguranca, enquanto a Fase Ilb tem por
finalidade determinar a dose ideal em que 0 composto apresenta a maxima eficacia com o
minimo de efeitos colaterais (THALL; SIMON, 1994; YUAN et al., 2016). A concepc¢do exata
dos estudos da Fase Il depende muito do mecanismo de a¢do do composto. Neste sentido, 0s
estudos clinicos de Fase Il ajudam a estabelecer as doses terapéuticas para os estudos de Fase
Il em larga escala (DE MARTINI, 2020).

Nos ensaios da Fase 1l avalia-se a eficécia da nova intervencao e seu valor na préatica
clinica. Deste modo, esta fase inclui ensaios multicéntricos controlados aleatoriamente e
fornecem a maior parte dos dados de seguranca a longo prazo do medicamento em estudo
(ERDMANN et al., 2020). Neste ponto, € investigada a eficacia e a seguranca definitiva do
composto em uma grande populagéo de pacientes (1.000-3.000, conforme a doenga/condi¢éo
médica estudada) durante um periodo de 4-7 anos ou mais (STALLARD; TODD, 2003).
Devido ao tamanho da amostra e ao tempo prolongado da pesquisa, estes ensaios sdo 0s mais
caros, demorados e dificeis de serem projetados e executados. Deste forma, 0s compostos que
ndo apresentam bons resultados durante a execucdo da Fase Il, dificilmente sdo estudados na
fase Ill; de fato, estima-se que apenas 25-30% dos medicamentos estudados na Fase Il
prosseguem para a Fase 11l (ARRROWSMITH IIl1, 2011; SERUGA et al., 2015).

Finalmente, quando o medicamento mostra resultados satisfatorios, € elaborado um
documento contendo uma descrigdo completa e profunda de todos os estudos pré-clinicos e
clinicos do composto, além dos procedimentos de fabricacdo, os detalhes de formulacéo e o
prazo de validade do novo medicamento (THALL, 2008). Esta compilacdo de informacoes é

enviada as agéncias regulatdrias apropriadas de cada pais, como, por exemplo, a FDA nos
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Estados Unidos, ou a ANVISA no Brasil, para que estas estudem os dados e permitam a
comercializagdo do medicamento (fase de revisdo) (KASHOKI et al., 2020; RIMKUTE, 2020).

O processo de aprovacdo de farmacos finaliza com a etapa de vigilancia pos-
comercializacdo, também conhecida como Fase V (SUVARNA, 2010). Esta etapa envolve
farmacovigilancia e o suporte médico continuo de um medicamento apds receber a sua
aprovacdo para venda. Neste sentido, a vigilancia é projetada para detectar qualquer efeito
adverso a longo prazo sobre uma populacdo de pacientes muito maior e por um periodo mais
longo (indefinido) (KIPROTICH, 2009).

O Laboratério de Biologia do Envelhecimento (LABEN) da Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar) tem como uma das suas linhas principais de pesquisa o estudo e aplicacdo
de novos candidatos a farmacos antitumorais em ensaios pré-clinicos (modelos in vitro e in
vivo). A maioria dos compostos testados no LABEN sao sintetizados em parceria com varios
laboratorios com demonstrada experiéncia na area de sintese de compostos organicos e
inorganicos biologicamente ativos, entre eles estdo os laboratdrios de Quimica Inorgénica da
UFSCar, e laboratorios externos da Universidade de Sao Paulo (USP), da Universidade Federal
de Sergipe (UFS) e da Universidade Estadual Paulista (UNESP). A maioria dos compostos
fornecidos ao laboratério sdo sintetizados a base de metais de transicdo como ruténio e cobre,
0s quais sdo amplamente conhecidos por serem biologicamente ativos frente a diferentes tipos
de cancer (CUNHA et al., 2020; TELES et al., 2020; GRAMINHA et al., 2021). Por outro lado,
compostos naturais como 0s gingerois (principalmente o [6]-gingerol, [8]-gingerol e [10]-
gingerol) extraidos dos rizomas do gengibre (Zingiber officinale Roscoe) sdo um grupo de
compostos considerados promissores em testes pré-clinicos, devido a suas propriedades
antitumorais e antimetastasicas frente a varios subtipos de cancer de mama, incluindo o triplo
negativo (FUZER et al., 2017; MARTIN et al., 2017; DA SILVA et al., 2021).

Recentemente, durante o mestrado académico da candidata, foi estudada a atividade
antitumoral de um composto semissintético obtido a partir da modificacdo quimica do [6]-
gingerol com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH). Este novo composto, chamado de SSi6,
foi utilizado em ensaios pré-clinicos in vitro em uma linhagem triplo negativa de mama (MDA-
MB-231), mostrando-se eficiente na inibicdo da migracéo, invaséo e parada do ciclo celular
(sub G1) (LUNA-DULCEY; DA SILVA; COMINETTI, 2020). Neste sentido, estudos mais
aprofundados, incluindo novos testes pre-clinicos in vitro, bem como o uso de modelos in vivo,

sdo de extrema relevancia para elucidar de uma forma mais precisa e realistica 0 mecanismo de
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acdo do SSi6, sua toxicidade em animais e a sua capacidade para bloguear a progressao das
metastases do CMTN.

Diante do exposto, a proposta desta tese foi realizar estudos pré-clinicos in vitro e in
vivo, investigando o papel na morte celular e os efeitos antimetastdsico do composto
semissintético SSi6 no CMTN. Assim, no primeiro capitulo, foi abordada a elucidacdo dos
processos celulares ativados na linhagem triplo negativa MDA-MB-231 exposta a diferentes
concentracdes do SSi6. J& no segundo capitulo, foi avaliada a toxicidade das doses utilizadas
de SSi6 em camundongos imunossuprimidos (modelo xenografico), bem como seus efeitos
antitumorais e antimetastasicos frente ao CMTN. Estes ensaios in vivo tiveram como finalidade
simular dois cenarios clinicos de uma mulher com céncer de mama, visando uma melhor
confiabilidade dos dados obtidos e uma futura aplicacdo deste composto nas posteriores etapas

do desenvolvimento de um novo farmaco.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem por finalidade investigar por meio de ensaios pré-clinicos in

vitro os efeitos do SSi6 nos processos de morte celular induzidos na linhagem triplo negativa

MDA-MB-231, assim como avaliar em modelos in vivo do tipo xenografico os efeitos

antitumorais e antimetastaticos no cancer de mama triplo negativo.

2.2. Objetivos especificos

Especificamente, pretende-se:

a)

b)

Determinar se o SSi6 induz os processos de autofagia e apoptose em diferentes
linhagens de cancer de mama, especialmente na linhagem triplo negativa MDA-MB-
231;

Avaliar o papel do SSi6 na geracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO) na ativacao
dos processos de morte celular da linhagem MDA-MB-231;

Analisar previamente a toxicidade de diferentes doses de SSi6 em camundongos
imunossuprimidos, a fim de determinar a melhor dose a ser aplicada nos modelos
xenogréficos;

Investigar os efeitos antitumorais e antimetastaticos do SSi6 em modelos in vivo do tipo
xenogréafico utilizando a linhagem MDA-MB-231;

Confirmar por meio de analises ex vivo o bloqueio da progressdo do processo
metastatico.
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3. CAPITULO 1: mecanismos de morte celular induzidos pelo SSi6 nas
células triplo negativas de cancer de mama MDA-MB-231

Este capitulo é uma adaptacgdo do artigo intitulado “Autophagy-dependent apoptosis is
triggered by a semi-synthetic [6]-gingerol analogue in triple negative breast cancer cells”,
publicado na revista Oncotarget (fator de impacto = 5,168; 2018) por Liany Luna-Dulcey,
Rebeka Tomasin, Marina A. Naves, James A. da Silva e Marcia R. Cominetti (anexo A, item
1). Neste capitulo sdo abordados alguns resultados obtidos durante o mestrado da autora, visto
que formam parte fundamental para compreensdo e complementacdo dos resultados

apresentados nesta tese.

3.1. RESUMO DO CAPITULO

O [6]-gingerol (6G) € o composto mais abundante e estudado dos gingerois (compostos
fenolicos extraidos dos rizomas do gengibre), apresentando diversas propriedades biolégicas,
com destaque para sua atividade antitumoral contra diversos tipos de cancer, principalmente no
cancer de mama. Neste estudo, foi demostrado que o composto semissintético SSi6, gerado pela
modificacdo quimica do 6G com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH), possui efeitos
citotoxicos seletivos nas células de mama triplo negativas MDA-MB-231. Além disso, e ao
contrario do composto original (6G), o tratamento com SSi6 ativa um processo de morte celular
combinado caracterizado pela inducdo de um processo autofagico seguido de apoptose
independente de caspases. Foi comprovado que o processo de autofagia € iniciado nas primeiras
horas de tratamento (2-6 h) pelo acimulo de ERO (com o uso de scavenger) geradas pela
exposicao ao SSi6, o que por sua vez, induz apoptose independente de caspases (ap6s 14 h de
tratamento). Os resultados mostraram que o silenciamento do gene da LC3B (envolvido na
autofagia), diminuiu o nimero de células apoptéticas ap6s o tratamento com SSi6, indicando
gue a autofagia € um processo chave na promoc¢do posterior da apoptose independente de
caspases. Finalmente, os resultados deste estudo mostraram que as modifica¢Oes estruturais de
produtos naturais podem ser uma estratégia interessante para o desenvolvimento de farmacos
antitumorais, com modos de acao distintos e assim, poderiam ser utilizadas contra células de

cancer de mama triplo negativas resistentes as drogas canénicas indutoras de apoptose.
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3.2. BREVE INTRODUCAO

O céncer de mama triplo negativo (CMTN) € um grupo heterogéneo de tumores mama
agressivos, que apresentam maiores taxas de recidiva e menor sobrevida em comparagdo com
outros subtipos de cancer de mama (FOULKES; SMITH; REIS-FILHO, 2010; YIN et al.,
2020). O CMTN é um subtipo definido por imuno-histoquimica por apresentar negatividade
tanto para os receptores hormonais (receptores de estrogénio; RE—, e progesterona; RP-), como
para a superexpressdo do receptor de fator de crescimento epidérmico humano (HER2-) (DENT
et al., 2007; LEHMANN et al., 2011). Na auséncia de alvos moleculares bem definidos,
geralmente o tratamento deste tipo de tumores inclui altas doses de farmacos quimioterapicos
ndo-seletivos em concomitancia com o uso de radiacdo, provocando além de inimeros efeitos
colaterais, tendéncia a desenvolver resisténcia as terapias (KIM, CHARISSA et al., 2018).
Diante desta problemaética, torna-se essencial o desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais mais seletivos para este subtipo de cancer de mama, que promovam a morte celular

das células neoplasicas com o minimo de efeitos adversos sobre as células normais.

A morte celular programada (MCP) é um processo ativo que inclui a ativacdo de uma
série de sinais em cascata que levam a eliminacdo fisiologica de forma organizada de células
danificadas e/ou alteradas geneticamente (FUCHS; STELLER, 2011; GALLUZZI et al., 2018).
A MCP atualmente compreende varios tipos, sendo os mais estudados a autofagia e a apoptose
(ELMORE, 2007; KROEMER; LEVINE, 2008).

De forma geral, a autofagia refere-se ao mecanismo de degradacéo lisossomal presente
em condicdes fisioldgicas, e deste modo, essencial para a sobrevivéncia, desenvolvimento,
diferenciacdo e homeostase celular (BADADANI, 2012; GALLUZZI et al., 2014). E bem
conhecido que a autofagia desempenha um papel fundamental em uma variedade de processos
celulares, como o estresse oxidativo, metabolismo, sobrevivéncia e morte celular; no entanto,
o0 papel da autofagia no cancer permanece controverso e ainda nao esta bem descrito (DALBY
et al., 2010; JIANG; MIZUSHIMA, 2014). De fato, foi reportado que nos estagios iniciais a
autofagia € um importante mecanismo antitumoral que evita a iniciacdo do cancer, porém,
acredita-se que a autofagia também possa ajudar na progressao do cancer através de sua acédo
pro-sobrevivéncia das celulas tumorais (GUO; XIA; WHITE, 2013; DAS; BANERJEE;
MANDAL, 2020).

A autofagia é regulada por uma rede de cascatas de sinalizagcdo (KLIONSKY; EMR,
2000). Uma proteina chave neste processo € a cadeia leve 3 associada a microtubulos (LC3B),

necessaria para montagem dos autofagossomas (vesiculas de dupla membrana) que capturam
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material citoplasmatico e o transportam até os lisossomos (TANIDA; UENO; KOMINAMI,
2008; ABADA; ELAZAR, 2014). Esta proteina é comumente usada para estimar a abundancia
de autofagossomas e, portanto, do processo autofagico nas celulas (KUMA; MATSUI,
MIZUSHIMA, 2007; TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2008).

Por outro lado, a apoptose é o tipo de MCP mais importante, estudada amplamente
como um processo de resposta celular aos danos causados no DNA (FULDA; DEBATIN,
2006). O processo apoptatico é classificado fundamentalmente em dependente e independente
da atividade das caspases, no entanto, a maioria das pesquisas atuais investigam o mecanismo
de acdo dos novos compostos antitumorais baseadas na morte celular mediada por caspases
(SUSIN et al., 1999). Apesar dos poucos estudos relacionados com a morte celular via
independente de caspases, as pesquisas neste tema sdao importantes para melhor entender os

mecanismos moleculares envolvidos neste processo.

A apoptose independente de caspases (AIC) € mediada por vérios efetores, incluindo
o fator indutor de apoptose (AlF, Apoptosis-Inducing Factor) (CREGAN et al., 2002; YE et al.,
2002). Apos a producdo e/ou acimulo das ERO e estimulos pré-apoptoticos, o AlF € liberado
da mitocdndria e transloucado para o nucleo, desencadeando a fragmentacdo do DNA em
grande escala, provocando conjuntamente a condensacdo da cromatina e terminando no
desencadeamento de uma cascata proteica independente da atividade das caspases (SUSIN et
al., 1999; JOZA et al., 2001; KANG et al., 2004). Embora a ativacdo da autofagia e a apoptose
seja bastante diferentes, a conexao entre os dois processos tem sido amplamente investigada
nos Gltimos anos, porém, ainda pouco compreendida (GUMP; THORBURN, 2011). Neste
contexto, estudos recentes relatam que tanto o processo de autofagia quanto a apoptose podem
ser ativados como mecanismos de inducdo da morte celular em resposta ao tratamento com
compostos antitumorais em diferentes tipos de cancer (SINGH et al., 2012; EL-KHATTOUTI
etal., 2013).

As ERO séo radicais livres derivados do metabolismo do oxigénio (SCHIEBER;
CHANDEL, 2014). E conhecido que as ERO desempenham papéis importantes em Vvarios
processos bioquimicos, incluindo apoptose e autofagia. Um excesso de ERO (conhecido como
estresse oxidativo) pode danificar algumas organelas celulares, podendo ativar uma ou varias
vias relacionada a morte celular (GIBSON, 2010). Tem sido reportado que alguns farmacos
antitumorais ativam o processo de autofagia mediada pelas ERO, o que pode levar a promogéo
de uma regulacdo citoprotetora ou entdo a ativacdo do processo apoptético (FILOMENI; DE
Z10; CECCONI, 2015; SHEN, HAN-MING; LIU, 2006).
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Assim, neste capitulo foram investigados o0s mecanismos de morte celular,
principalmente autofagia e apoptose, induzidos na linhagem triplo negativa MDA-MB-231
como resposta ao tratamento com o SSi6. E importante ressaltar que para efeitos de
comparacao, todos os ensaios foram realizados utilizando o SSi6 e seu andlogo ndo modificado
6G. A avaliacdo foi realizada considerando as alteracbes morfologicas das células sob
tratamento, além do uso de ensaios como apoptose por citometria de fluxo, PCR em tempo real
(RT-qPCR), western blotting, entre outros. De forma paralela, foi avaliado o papel das ERO na
inducdo dos processos de morte celular. Finalmente, foi investigada por meio do knockdown de
uma proteina chave (LC3B) da autofagia, a possivel atuacdo deste processo na promocao

posterior da apoptose.

3.3. MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Compostos quimicos

O grupo do Prof. Dr. James Almada da Silva do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Sergipe sintetizou todos os compostos utilizados neste estudo (Figura
6). A sintese, caraterizacdo, e elucidacdo estrutural destes compostos podem ser encontradas
nas informacg6es complementares descritas por Villalvila e colaboradores ( VILLALVILLA et
al., 2014).

Para os ensaios, uma solucdo estoque de cada um dos compostos foi preparada em
100% de dimetilsulféxido (DMSO). Destas solucdes, aliquotas convenientes foram retiradas e
adicionadas ao meio de cultura com a finalidade de atingir a concentracdo indicada para cada
ensaio (concentracdo final de DMSO = 1% V/V).

Figura 6 — Estrutura molecular dos compostos. (A) 6G, massa molecular = 294,38 g/mol; (B) 2,4-DNFH, massa
molecular = 198,14 g/mol; (C) SSi6, massa molecular = 474,51 g/mol.
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3.3.2. Cultura celular

A linhagem néo tumoral MCF-10A representa células epiteliais humanas derivadas de
tecido mamario ndo tumoral (doenga fibrocistica). Esta linhagem foi cultivada em meio
DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F12) suplementado com
5% de soro de cavalo, fator de crescimento epidérmico (EGF) 20 ng/mL, hidrocortisona 0,5
pg/mL, insulina 10 pg/mL e penicilina/estreptomicina 1%. Também foram utilizadas as células
epiteliais de mama humanas HMEC, derivadas de tecido epitelial mamério saudavel e
cultivadas em meio MCDB-131 suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
hidrocortisona 1 mg/mL, EGF 10 ng/mL, L-glutamina 10 nM e penicilina/estreptomicina 1%.

As linhagens ndo tumorais foram usadas como controle de seletividade.

A linhagem triplo negativa humana MDA-MB-231 (RE—-, RP- e HER2-) foi cultivada
em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de FBS e
antibidticos apropriados. A linhagem tumoral de mama MCF-7 (positivas para o0 RE+) foi
cultivada em RMPI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 20% de FBS e
antibidticos apropriados. Finalmente, a linhagem tumoral de mama SKBR3 (positivas para a
expressdo de HER2+) foi cultivada em RMPI 1640, suplementado com 10% de FBS e
antibidticos apropriados. As células MDA-MB-231, MCF-10A e MCF-7 foram obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem SKBR3 foi doada pelo Peter
MacCallum Cancer Center da Australia. Todas as linhagens foram mantidas a 37 °C em

incubadora Umida com 5% de dioxido de carbono (CO>).

A contagem celular foi realizada utilizando um contador automatico de células (Cell
Counter TC20; Bio-Rad) que verifica o nimero e a porcentagem de células viaveis por mL de
solucdo. O corante azul de tripano foi utilizado para a contagem celular seguindo o protocolo

fornecido pelo fabricante (Thermo Scientific).
3.3.3. Viabilidade celular — Método do MTT

Os efeitos do 6G, 2,4-DNFH e o SSi6 na viabilidade das celulas MCF-10A, HMEC,
MDA-MB-231, MCF-7 e SKBR3 foram determinados por meio de ensaios colorimétricos
usando o reagente MTT [3-(4,5-dimethylthiozol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] e
conforme as diretrizes publicadas por Mosmann com algumas modificacbes (MOSMANN,
1983). As células (1x10* células/100 pL) foram semeadas em placas de 96 pogos e mantidas
em estufa a 37 °C e 5% de CO; até confluéncia (~80%). Posteriormente, as celulas foram
expostas a concentragdes crescentes das substancias (3,12; 6,25; 12,5; 20; 25; 50 e 100 uM)

durante 48 horas. Apo6s o tratamento, o0 meio foi removido e as células foram tratadas com
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reagente MTT (1 mg/mL) por 2 horas a 37 °C e, em seguida, os cristais formados (denominados
cristais de formazan) foram solubilizados em 100 pL. de DMSO 100%. A absorbancia foi
medida utilizando um leitor de placa de ELISA (espectrofotdmetro Labtech, LT-4000) no
comprimento de onda de 540 nm. A determinacdo do valor ICs (concentracdo que diminui o
50% da viabilidade celular) foi calculado através de uma curva de concentracdo no software
GraphPad®.

3.3.4. Morfologia celular

As células foram semeadas (1x10° células/pogo) em placas de 12 pogos e mantidas a
37 °C e 5% de CO2z por 24 horas. Apoés este tempo, a linhagem MDA-MB-231 foi tratada com
6G (100 uM), 2,4-DNFH (100 uM) e SSi6 (25, 50 e 100 uM) por 6 e 24 horas. De forma
similar, as células das linhagens MCF-10A, HMEC, MCF-7 e SKBR3 foram tratadas durante
6 e 24 horas, porém, somente com o SSi6 (25, 50 e 100 uM). Apos os periodos de tratamento,
imagens foram capturadas no microscopio invertido (Nikon eclipse, TS100) acoplado a uma
camera fotografica (Moticam 1000 — 1.3 MP Live Resolution).

3.3.5. Deteccéo da apoptose por citometria de fluxo

A atividade dos compostos na apoptose da linhagem MDA-MB-231 foram analisadas
por citometria de fluxo usando o kit PE Annexin-V Apoptosis Detection (BD Bioscience). As
células (1x10° células/pogo) foram semeadas em placas de 12 pogos e tratadas com 6G, 2,4-
DNFH (100 uM) e SSi6 (25, 50 e 100 uM) durante 6 e 14 horas. Apds o tempo de tratamento,
a placa foi centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos a 4 °C e, em seguida, 0s po¢os foram lavados
com phosphate buffered saline (PBS 1X; 200 uL) e as células ressuspendidas em 200 pL de
tampé&o de ligacdo (fornecido pelo kit). Em seguida, as células foram incubadas e coradas com
2,5 uL de fluoroforos phycoerythrin (PE) Anexina-V e 2,5 uLL 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
por 15 minutos no escuro. Apo6s a incubacdo, as células foram removidas dos pocos com auxilio
de um scraper e transferidas a microtubos de 1,5 mL para analise no citdmetro de fluxo Accuri
C6 registrando 10.000 eventos para cada condigéo. A fluorescéncia emitida de cada corante foi
guantificada no software CSampler (BD Bioscience) e é proporcional a porcentagem de células
em apoptose. A taxa apoptotica foi comparada com o controle negativo de células (1% DMSO)

e com o controle positivo da apoptose (camptotecina 200 uM) (ARANGO et al., 2003).

3.3.6. Producéo de espécies reativas do oxigénio (ERO)

As células MDA-MB-231 e MCF-10A (1,5x10° células/poco) foram semeadas em
placas de 12 pocos e tratadas com diferentes concentragdes do SSi6 (25, 50 e 100 M) durante

1 e 8 horas, bem como com SSi6 na presenca do N-acetyl-L-cysteine (NAC; 5 mM) utilizado
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como scavenger das ERO. Apds o tratamento, as células foram lavadas com 200 pL de PBS e
coradas com diacetato de 2', 7'Diclorodi-hidrofluoresceina (H2DCFDA; 10 uM) por 30
minutos para serem analisadas por fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia foi medida
utilizando um fluorimetro de microplacas multimodal hibrido Synergy H1 nos comprimentos
de onda de 492 nm (excitacdo) e 525 nm (emisséo). A producdo das ERO foi comparada com
o controle negativo de células (1% DMSO) e controle positivo de geragdo intracelular de ERO
(peroxido de hidrogénio; 200 uM) (THANNICKAL; FANBURG, 2000; RHEE et al., 2005).

3.3.7. Ensaio de potencial de membrana mitocondrial

As alteragdes no potencial de membrana mitocondrial (A%¥m) na linhagem MDA-MB-
231 promovidas pelo SSi6 foram analisadas usando o kit BD™ MitoScreen, que usa o corante
5'.6,6'-tetrachloro-1, 1,3, 3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1). As células
(1x10° células/pocgo) foram semeadas em placas de 12 pocos e tratadas com SSi6 (25, 50 e 100
HM) por 8 horas. Apos o tratamento, as células foram incubadas com JC-1 (10 pg/mL) por 15
minutos no escuro e, em seguida, lavadas duas vezes com 200 pL de PBS frio e analisadas por
citometria. Um total de 10.000 eventos foram analisados utilizando o citdmetro de fluxo Accuri
C6. Em células saudaveis o JC-1 forma agregados de cor vermelha, enquanto que em células
com baixo potencial de membrana, estes agregados séo dissociados a monémeros emitindo uma
fluorescéncia verde no citoplasma (vide Figura 7) (SIVANDZADE; BHALERAO;
CUCULLDO, 2019). As alteragdes no A¥Ym foram calculadas como a razdo da fluorescéncia
vermelha e verde. A camptotecina (200 uM) foi usada como controle positivo (24 horas de

tratamento).

Figura 7 — Representagdo esquematica do mecanismo de a¢do do reagente JC-1 nas mitocondrias. (A) Nas células
apoptaticas, o corante JC-1 também entra nas mitocondrias (mas em menor grau), devido ao aumento da
permeabilidade da membrana e a diminuigdo da carga negativa no interior das mitocondrias pela perda do potencial
eletroquimico. Nesta condi¢do, o JC-1 ndo alcanga a concentracdo suficiente para a formacdo de agregados,
mantendo assim seu estado monomérico, visualizado na fluorescéncia verde original. (B) Em células saudaveis
com um A¥M normal, o corante JC-1 entra e acumula-se nas mitocondrias carregadas negativamente formando
agregados fluorescentes na cor vermelha.
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3.3.8. Expressao génica por PCR em tempo real

Os efeitos do 6G e SSi6 sobre a expresséo de genes relacionados com 0s processos de
autofagia e apoptose foram analisados por gRT-PCR (Real-Time Quantitative Reverse
Transcription PCR). As células (1x10° células/placa) foram tratadas com 6G (50 pM) e SSi6
(25 e 50 uM) por 1 e 10 horas e coletadas para extragdo de RNA total usando o reagente Trizol®
(Invitrogen). O RNA total foi ressuspendido em agua ultrapura (nuclease-free) e armazenado a
-80 °C até seu uso. O Nanodrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific) foi usado
para medir a concentracao e a pureza do RNA (relagdo 260/280 nm e 260/230 nm). Em seguida,
0 RNA (1,5 ng) foi transcrito reversamente a cDNA (Complementary DNA) com o kit Enhanced
Avian First Strand Synthesis (Sigma Aldrich) e estocado a -20 °C. O sistema de deteccdo de
PCR em tempo real CFX96 Touch™ Deep Well Real-Time (Bio-Rad) foi utilizado para a reacéo
gPCR. Em cada reacdo utilizou-se 20 ng de cDNA, 400 nM de cada primer e 5 uL de SYBR®
Green JumpStart™ (Sigma-Aldrich) em um volume total de 10 puL por reagdo. Os primers
especificos (listados na Tabela 2) foram adquiridos da empresa Exxtend e as condi¢es da PCR
foram ajustadas dependendo da temperatura de melting de cada par de primers. Apds a
amplificacdo, analises da curva de melting foram realizadas entre 72-95 °C por monitoramento
da fluorescéncia associada ao aumento da temperatura. Produtos especificos foram
determinados como picos Unicos nas suas curvas de melting. A expressao relativa dos produtos
gRT-PCR foi determinada utilizando o método AACq, em que a expressao relativa foi calculada
usando a seguinte equagéo: fold induction = 2 — 24¢4 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O gene
Rpl37a foi usado como controle endégeno ou de referéncia.

Tabela 2 — Primers utilizados na reacdo de PCR em tempo real.

Gene Nome do gene  Acesso no NCBI* Primer forward (5°-3’) Primer reverse (3°-5”)
Microtubule-
associated GAG CAG CAT CCA CCATGC TGT GTC
MAPILC3B proteins 1B light NC_000016.10 ACC AAA A CGTTCA
chain 3B
TCC TAG CGG ATG CGA GCACTC ACG
CASP3 Caspase-3 NM_004346.3 GGT GCT AT AAA CTC TTC
Fator indutor de AAG TCAGACGAG GCCAACTCAACA
AlF apoptose NC_000023.11 AGG GGG TTA TTIGGGCT
Proteina
. o GCCAGCACGCCA CCCCACAGCTCG
Rpl37a RlboLsgs;);mca NC_000002.12 AGT ACAC TCT CTT CA

* NCBI, National Center for Biotechnology Information.

3.3.9. Western Blotting

Células MDA-MB-231 (1x10%placa) foram semeadas em placas de Petri de 6 cm e

incubadas overnight a 37 °C e 5% CO». Posteriormente, as células foram tratadas com SSi6 e/ou
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6G, 2,4-DNFH, dependendo da finalidade desejada. Para a lise celular, o reagente CelLytic™
foi utilizado conforme as instru¢Ges do fabricante para obter o contetdo de proteina. Em
sequida, os lisados obtidos foram centrifugados a 14.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. A
quantificacdo proteica foi determinada usando o kit Pierce® BCA Protein Assay. As amostras
de proteina foram misturadas com tampao de amostra (50 pL de B-mercaptoetanol e 950 pL de
tamp&o Laemmli; Bio-Rad) e fervidas a 100 °C por 5 minutos. Amostras de 15 ug de proteina
foram aplicadas em géis de 4-20% mini-PROTEAN® TGX™ pré-fabricado (corrida de 1 hora
a 100 V) e por transferéncia umida usando o tampéo de transferéncia 1X a base de glicina e
tris-base. Os géis foram transferidos a membranas de nitrocelulose de 0,45 pum. A correta
transferéncia de proteinas, foi avaliada com uma solucdo de ponceau e, em seguida as
membranas foram bloqueadas com solucdo de caseina 1% (Bio-Rad) por 1 hora para evitar
ligacOes inespecificas dos anticorpos. As membranas foram incubadas overnight a 4 °C com 0s
anticorpos primarios anti-LC3B (1:3000; ab51520, Abcam), anti-caspase 3 (1:1000; ab179517,
Abcam) e anti-AlF (1:200; sc-9416, Santa Cruz Biotechnology), e ap6s sucessivas lavagens
com tampdo Tris-Buffered Saline (TBS) 1X, as membranas foram novamente incubadas com
o0s anticorpos secundarios correspondentes (1:5000; Abcam) por uma 1 hora a temperatura
ambiente (~25 °C).

Finalmente, as proteinas foram analisadas por quimiluminescéncia utilizando o
substrato Clarity™ Western ECL (Bio-Rad). As bandas especificas foram visualizadas com um
gerador de imagens ChemiDoc MP (Bio-Rad) e a analise densitométrica foi realizada utilizando
0 software Imagel (versdo 1.51n), normalizado para o anticorpo [-actina (1:1000; sc-47778,
Santa Cruz Biotechnology) usado como controle end6geno.

3.3.10. Small interfering RNA (siRNA)

Os siRNAs projetados para silenciar a proteina LC3B (537748 “si-48” e $224886 “si-
86”) e o controle ndo alvo (NT; AM4611) foram ressuspendidos em &gua ultrapura estéril
(nuclease-free) e transfectados nas células MDA-MB-231 usando o reagente DharmaFECT 4
(GE Healthcare) na concentragdo final de 25 nM conforme as instru¢des do fabricante. Apds
72 horas de transfeccdo, foram realizados ensaios de apoptose por citometria (secdo 3.3.5) e

western blotting (sec¢do 3.3.9) como descrito anteriormente.

3.3.11. Analise estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata e de forma independente para garantir a

confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados. As analises foram realizadas no programa
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estatistico GraphPad Prism (versdo 7.0). Os dados foram calculados como média + desvio
padrdo (DP) e as comparacg0es entre os grupos foram feitas através da analise de variancia (nivel
de p aceitavel <0,05) utilizando o teste one-way com pos-teste de Bonferroni que compara todos

0s grupos com o controle.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.4.1. Citoxicidade e alteragdes na morfologia celular

Na Tabela 3 sdo mostrados os valores 1Cso relacionados aos efeitos citotoxicos das
substancias em estudo nas linhagens ndo tumorais (MCF-10A e HMEC) e tumorais de mama
(MDA-MB-231, MCF-7 e SKBR3). O SSi6 mostrou um valor mais baixo de 1Cso na linhagem
triplo negativa MDA-MB-231 (1Cs0 22,90£0,35 uM) quando comparado com as linhagens ndo
tumorais MCF-10A (ICso 34,17+2,4 uM) ¢ HMEC (ICsg 35,56+0,7 uM) ap06s 48 horas de
tratamento. Neste caso, 0 indice de seletividade do SSi6 frente a linhagem tumoral (ICso-nédo
tumoral/ICso-tumoral) foi de aproximadamente 1,5. Em contraste, 0 6G mostrou valores
bastante elevados de ICso para todas as linhagens em estudo, sendo de 404,5+7,6, 985,8 £ 0,57,
316,2+0,61 e 599,4+8,5 uM para a MDA-MB-231, MCF-7, SKBR3 e MCF-10A,
respectivamente. Por outro lado, a 2,4-DNFH apresentou valores de ICsp >100 uM para todas
as linhagens celulares testadas.

Tabela 3 — Valores de ICso do tratamento de 6G, 2,4-DNFH e SSi6 nas linhagens celulares MDA-MB-231, MCF-

10A, HMEC, MCF-7 e SKBR3 ap0s 48 horas. Os valores sdo expressos como médiatdesvio padrao de trés ensaios
independentes.

ICs0+ DP* (UM)

Compostos MCF-10A** HMEC MDA-MB-231** MCF-7 SKBR3 I1S™
6G 599,4+185 ------ 404,5+17,6 985,8+0,5 316,2+0,6 1,48

2,4-DNFH >100 >100 >100 >100 >100 -
SSi6 34,17+2,4 35,5+0,7 22,90+0,3 31,01+3,2 23,93+0,6 1,49/1,55

*DP = desvio padrao
**Dados experimentais previamente obtidos (ref. dissertacao Dulcey, Liany Luna 2017)
***Indice de seletividade; 1S = 1Cso MCF-10A/ICso MDA-MB-231; ICsoHMEC/ICso MDA-MB-231.

Os valores ICso do 6G nas linhagens tumorais estdo em concordancia com os trabalhos
reportados na literatura. Dentre eles, Silva e colaboradores reportaram que o valor ICso do 6G
na linhagem MDA-MB-231 ap6s 48 horas de tratamento foi de 666,2+134,6 UM, o0 que é muito
proximo ao determinado neste trabalho (SILVA et al., 2012). Kumara et al. estudaram a
viabilidade do 6G na linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT5, registrando um valor I1Cs
de 100 uM apds 24 horas de tratamento (KUMARA et al., 2017). Neste trabalho, 0 6G mostrou-
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se muito menos ativo que seu homdlogo semissintético SSi6, confirmando que a modificagcdo
quimica realizada neste composto leva a uma melhora significativa nas suas propriedades
citotoxicas, passando de 404,5+17,6 uM para 22,90+0,35 UM na linhagem triplo negativa de
mama MDA-MB-231 (17 vezes menor).

Por outro lado, nas linhagens tumorais ndo triplo negativas MCF-7 e SKBR3, os
valores de 1Cso do SSi6 foram um pouco maiores em comparagdo ao obtido nas células MDA-
MB-231 (Tabela 3). No entanto, como essas linhagens tém alvos especificos bem definidos
para seu tratamento, optou-se por continuar com o estudo na linhagem triplo negativa MDA-
MB-231. Neste sentido, os resultados apresentados nas proximas se¢Ges referem-se ao efeito
do SSi6 nesta linhagem tumoral.

Em relacdo as alteracGes morfoldgicas induzidas pelo SSi6 na MDA-MB-231, estas
sdo evidentes inclusive nas primeiras horas de tratamento. Na Figura 8A é possivel observar
uma intensa vacuolizacdo citoplasmatica (setas vermelhas) provocada pelo tratamento com
SSi6 (50 e 100 uM; 6 horas de tratamento) quando comparado com o controle negativo de
células (DMSO 1%). Nesta mesma figura, também € possivel evidenciar que 0s compostos
constituintes do SSi6, o 6G e a 2,4-DNFH, ndo provocaram nenhuma alteracdo significativa na
morfologia das células. Isto confirma que h&a um efeito sinérgico resultante da reagdo entre o
6G com 2,4-DNFH, gerando uma maior alteracdo morfoldgica nas células tumorais quando

comparado ao tratamento individual por estes compostos.

Vaérios estudos relatam que a alteracdo celular em forma de vacuolos é uma
caracteristica da iniciacdo ou ocorréncia de um processo autofagico (ESKELINEN, 2005;
PARZYCH; KLIONSKY, 2014). Assim, a wortmanina, um composto que inibe/retarda a
formacdo de autofagossomos via sinalizacdo da PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) foi usada
como controle negativo. A wortmanina (30 uM) usada de forma concomitante com SSi6 (50
M) inibiu a formacdo de vacuolos induzida nas células MDA-MB-231. Neste caso, pode ser
claramente observado (Figura 8A; tratamento wortmanina) que houve uma inibic¢ao quase total
da formacéo destas estruturas nas células, inclusive ficando morfologicamente similares as
células do controle negativo (DMSO 1%). Tal fato mostra, como sera discutido nas seguintes
secOes, que a formagdo de vacuolos citoplasméaticos durante o tratamento com SSi6 estd

relacionada a ocorréncia de um processo autofagico nas células.

As Figuras 8B e C mostram os efeitos do tratamento de SSi6 nas células ndo tumorais
(MCF-10A e HMEC) e tumorais (MCF-7 e SKBR3) apds 6 horas, respectivamente. Nota-se
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que ndo houve formacdo de vacuolos no interior destas linhagens, o que complementa, além do

valor de ICso, a seletividade do SSi6 pelas células tumorais triplo negativas MDA-MB-231.
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Figura 8 — Alteragdes na morfologia das células tumorais e ndo tumorais. (A) Deteccao de vaclolos citoplasmaticos nas células MDA-MB-231 ap6s incubacdo com o SSi6 por 6
horas (setas vermelhas). As células foram tratadas com 6G (100 uM), 2,4-DNFH (100 uM) e wortmanina (30 uM + 50 uM SSi6) por 6 horas. (B) Como controle, células MCF-
10A e HMEC tratadas (6 horas) com SSi6 nas mesmas condicOes, ndo apresentaram vacuolos citoplasmaticos. (C) Células tumorais de mama MCF-7 e SKBR3, foram tratadas
com SSi6, para mostrar a seletividade do composto nas células triplo negativas MDA-MB-231. Todas as linhagens foram examinadas usando um microscopio invertido (aumento
de 200x), barra de escala = 50 um
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Figura 9 — Alteracdes morfoldgicas provocadas pelo SSi6 em linhagens tumorais e ndo tumorais. As linhagens celulares (1x10°) foram tratadas com o SSi6 (25,50 e 100 uM) e
examinadas por 24 h. As mudancas na morfologia foram evidenciadas nas maiores concentracdes (setas vermelhas). Barra de escala = 100 pum.
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Adicionalmente, conforme mostrado na Figura 9, em 24 horas de tratamento o SSi6
nas maiores concentracdes (50 e 100 pM) induziu mudancas morfoldgicas significativas
principalmente nas células tumorais MDA-MB-231 e SKBR3 (positiva para HER2+). Nesse
ponto, observou-se falta total de aderéncia e a presenca de restos celulares, caracteristicas da
morte celular por apoptose. Em contrapartida, apenas mudancas leves foram observadas tanto
na linhagem tumoral de mama MCF-7 (positiva para RE+) quanto nas ndo tumorais MCF-10A
e HMEC.

3.4.2. Andlise da taxa apoptdtica induzida pelo SSi6 na linhagem MDA-MB-231

Para analisar de forma mais especifica o tipo de morte celular associado as alteracGes
morfologicas induzidas pelo SSi6 nas células MDA-MB-231, foi realizado o ensaio de
citometria de fluxo para determinar a taxa apoptatica utilizando os corantes PE-Anexina V e 7-
AAD. Este ensaio também foi realizado para 0 6G e a 2,4-DNFH, bem como para os respectivos
controles. A interpretacdo e analise deste ensaio foi realizada observando os quadrantes da

Figura 10, os quais tem os seguintes significados:

e Quadrante inferior esquerdo (Q1-LL, lower left quadrant): representa as células viaveis
(Anexina V(-) e 7-AAD(-));

e Quadrante inferior direito (Q1-LR, lower right quadrant): representa a populacéo de
células que estdo no inicio do processo apoptético (Anexina V(+) e 7-AAD(-));

e Quadrante superior direito (Q1-UR, upper right quadrant): representa a populagdo de
células em apoptose tardia (Anexina V(+) e 7-AAD(+));

e Quadrante superior esquerdo (Q1-UL, upper left quadrant): representa a populagéo de
celulas invidveis, ou seja células em necrose (Anexina V(-) e 7-AAD(+)).

Como discutido anteriormente na Figura 8A (vacuolos citoplasmaticos), as alteraces
morfoldgicas das células MDA-MB-231 tratadas durante 6 horas com SSi6 parecem estar
associadas a inducdo de autofagia, porém, em tempos elevados de tratamento (Figura 9), as
alteracbes parecem ser mais caracteristicas do processo apoptético (células em formato
circular). Neste sentido, a taxa apoptdtica foi medida nos tempos de 6 e 14 horas de forma
independente. Na Figura 10A, mostra-se que apos 6 horas de tratamento com o SSi6, a
percentagem de células em apoptose ndo foi significativa, tendo um comportamento muito
similar ao controle negativo, ja que quase a totalidade da populagdo celular se encontra no
quadrante Q1-LL. O anterior também pode ser observado na Figura 10B, em que nenhuma das
concentracdes do SSi6 leva a percentagens significativos de apoptose. Estes resultados

confirmam que durante as primeiras 6 horas de tratamento, as células estdo provavelmente sob
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um processo autofagico, o que é novamente coerente com o relatado nos resultados dos ensaios
anteriores. Por outro lado, ap6s 14 horas de tratamento com o SSi6, as células apresentaram um
aumento significativo na percentagem de apoptose em relagdo ao controle negativo, observado
pelo aumento da populacdo das células que se encontram nos quadrantes Q1-LR e Q1-UR
(Figura 10C). A apoptose foi evidente em todas as concentracGes de SSi6 testadas, porém,
maiores nos casos de 50 e 100 uM de SSi6 (25% e 39,5%, respectivamente). Isto também pode
ser observado na Figura 10D, indicando que as células se encontram em um processo de

apoptose.

A incubacdo durante 6 horas com o 6G e a 2,4-DNFH (ambos com 100 uM) ndo
resultou em aumento significativo de apoptose (todas as células estdo viaveis, vide quadrante
Q1-LL), processo que s6 ocorreu apos 14 horas de incubagdo quando a porcentagem de células
apoptoticas aumentou em relagdo ao controle negativo. As taxas apoptéticas foram de 21,6% e
13,4%, para 0 6G e a 2,4-DNFH, respectivamente, 0 que indica que em tempos maiores de
tratamento, o 6G também tem um papel importante na indugéo do processo de apoptose.

Levando-se em consideracdo o exposto, a hipdtese € que o tratamento com SSi6 induz
nas células tumorais inicialmente o processo autofagico e a maquinaria celular ndo conseguindo
se restabelecer promove a entrada das células em apoptose ao final do tratamento. Seguindo
esta légica, os proximos ensaios estardo focados em elucidar e comprovar todos 0s processos

envolvidos na promocdo destes dois eventos celulares.

Figura 10 — SSi6 aumenta a taxa de apoptose nas células MDA-MB-231 em 14 horas de tratamento. As células
(1x10°%) foram semeadas em placas de 12 pocos e tratadas com SSi6 (25,50 e 100 pM), 6G e 2,4-DNFH (100 uM)
por (A e B) 6 e (C e D)14 horas. Como controle positivo da apoptose foi utilizada a camptotecina (C+; 200 uM).
Os dados representam a média (xDP) de trés ensaios independentes em triplicata. Os resultados foram comparados
utilizando one-way, seguido por uma andlise post-hoc de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,001 vs o controle negativo
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3.4.3. Geracao de espécies reativas do oxigénio (ERO) e alteracdo do potencial de
membrana mitocondrial
Com a finalidade de elucidar os mecanismos subjacentes envolvidos na morte celular
induzida pelo SSi6, foram estimadas as alteracdes nos niveis das ERO nas células MDA-MB-
231 e MCF-10A utilizando o reagente diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H.DCFDA). Este

reagente fluorogénico detecta a geracdo intracelular das ERO (ex., radical hidroxila, hidroxido
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de hidrogénio, oxigénio singleto, entre outras) nas células, ja que tem a capacidade de atravessar
livremente as membranas celulares. Uma vez dentro das células, os grupos acetato (C2H3O2R)
que formam parte da estrutura molecular do H.DCFDA, sdo clivados por esterases
intracelulares, convertendo o Ho.DCFDA ndo fluorescente em 2',7'-diclorofluoresceina (DCF),

uma molécula altamente fluorescente (GOMES; FERNANDES; LIMA, 2005; CHEN et al.,
2010).

Figura 11 — SSi6 induz a formacdo de ERO e aumenta o potencial de membrana mitocondrial na MDA-MB-231.
As células MDA-MB-231 foram tratadas com as concentracdes indicadas do SSi6, 6G e 2,4-DNFH (100 uM) com
ou sem NAC (5 mM) durante (A) 1 e (B) 8 horas, seguida da incubacdo com H,DCFDA. As células MCF-10A
foram tratadas com as mesmas substancias durante (C) 1 e (D) 8 horas e a intensidade de fluorescéncia foi
analisada. A despolarizagdo do Aym foi monitorada por citometria de fluxo usando o marcador JC-1. (E) As
células MDA-MB-231 foram tratadas com SSi6 durante 8 horas e coradas com JC-1 como descrito na sessdo de
materiais e métodos. A camptotecina (200 uM) foi utilizada como controle positivo (composto indutor da
apoptose). A regido R1 (quadrante vermelho) inclui células com membranas mitocondriais intactas e a regido R2
(quadrante verde) representa células com perda do A¥m. O grafico representa as porcentagens dos valores da
regido R2 (JC1-1/FL-1). Os resultados foram comparados utilizando one-way ANOVA, *p<0,05; **p<0,001;

***p<0,0001; n/s, ndo significativo vs controle e/ou grupo SSi6 correspondente, seguido por uma anélise post-hoc
de Bonferroni.
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Analisando-se a Figura 11A e B, nota-se que houve um aumento significativo no
contetdo da fluorescéncia nas células MDA-MB-231 apds 1 e 8 horas de tratamento com o
SSi6, respectivamente, refletindo no acimulo das ERO nessas células. Em contraste, 0 6G e a
2,4-DNFH ndo causaram geracdo de ERO nas células triplo negativas MDA-MB-231, pois
tiveram um comportamento similar ao controle negativo. Por outro lado, para comprovar se de
fato o SSi6 induz a formacdo de ERO nas células tumorais, foi utilizado a N-acetilcisteina
(NAC) como scavenger, um agente antioxidante que reabastece a glutationa intracelular e
protege as células do estresse oxidativo (BENRAHMOUNE; THEROND; ABEDINZADEH,
2000; NASH; AHMED, 2015). Deste modo, nos ensaios em que SSi6 e NAC foram utilizados
de forma concomitante houve uma diminuicdo significativa da geragdo da fluorescéncia em
ambos os tempos de tratamento (1 e 8 horas), ou seja, 0 NAC mostrou-se eficiente para

sequestrar as ERO produzidas pelo tratamento com o SSi6. Em contrapartida, nas células MCF-
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10A nos mesmos tempos de tratamento (1 e 8 horas) os niveis de ERO néao foram significativos
apos a incubacdo com SSi6 (Figura 11C e D). Este resultado € muito relevante, pois explica os

baixos efeitos citotdxicos do SSi6 nas células ndo tumorais MCF-10A.

As mitocondrias sdo organelas que desempenham funcgBes essenciais tanto no
fornecimento da maior parte da energia para a atividade celular (respiracéo celular), quanto na
promoc¢do da morte celular programada, esta Gltima dada por estimulos pro-apoptéticos. Esses
estimulos relacionam-se principalmente com a ativacao de proteinas pré-apoptoticas como Bax,
tBid, Bad e Bad, e pelo aumento intracelular das ERO, fomentando assim, a ativacdo de
caspases (processo conhecido como via intrinseca da apoptose) (LORETO et al., 2014). Na via
intrinseca, a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (PMEM) é o fator
fundamental para promover este processo, pois é estimulado principalmente pelas mudancas no
potencial de membrana mitocondrial (AYm) (SCARLETT et al., 2000; GOTTLIEB et al.,
2003). Neste sentido, uma alta PMEM estimulada por estas proteinas pré-apoptoticas, libera
proteinas do espaco intermembranoso mitocondrial (EIM; citocromo ¢, Smac, Omi, serina
peptidase HtrA2 e AIF) que promovem, na maioria das vezes, a translocacdo do citocromo c,
permitindo uma atividade vigorosa das caspases, levando a morte celular rapida e organizada
das células (apoptose dependente de caspases) (YOON et al., 2014). Nao obstante, muitos
trabalhos da literatura relacionam as ERO com a promoc¢do da apoptose independente de
caspases (AIC). O processo da AIC é geralmente associado com a liberacao/translocacdo da
proteina AIF para o citosol e posteriormente para o nucleo, desencadeando a fragmentacao do
DNA (REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016; HOLZE et al., 2018). Embora sejam
poucos conhecidos 0s mecanismos envolvidos na inducdo da AIC, varios estudos na literatura
sugerem que este pode servir como um mecanismo a prova de falhas, para garantir que a morte
celular ocorra mesmo que as caspases estejam inibidas (TAIT; GREEN, 2008; TAYLOR;
CULLEN; MARTIN, 2008).

Neste sentido, e sabendo que o SSi6 induz a geracdo de ERO e a ocorréncia de um
processo apoptético tardio nas celulas MDA-MB-231, foi medida a despolarizagdo do A¥Ym
utilizando o corante JC-1. Esta medida foi realizada no tempo de 8 horas, tempo intermediario
entre a finalizacdo da autofagia e o estagio inicial do processo apoptético. Em células
apoptoticas com baixo A¥m, 0 JC-1 permanece na forma monomérica (fluorescéncia verde;
vide Figura 7A), no entanto, em células saudaveis com alto AWm, 0 JC-1 forma agregados com
fluorescéncia vermelha intensa (vide Figura 7B). Portanto, quanto maior a proporcdo de

fluorescéncia vermelha para verde, maior sera a polarizagdo da membrana mitocondrial.
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Conforme mostrado na Figura 11E, a porcentagem de despolarizagio do A¥Ym
aumentou significativamente de 25 uM (10,8%) para 50 UM (36,3 %) de SSi6, porém, manteve-
se constante até a maior concentracdo testada (100 puM; 37,8%). Contudo, uma despolarizacdo
do A¥m € considerada significativa quando os valores sdo superiores ao 50%, mostrando neste
caso, que 0 SSi6 provoca somente uma despolarizacio parcial da membrana. E provavel que
esta percentagem aumente a medida que avanga o tratamento, porém, como dito acima, o intuito
de realizar a medida neste tempo especifico foi verificar a acdo das ERO na despolarizacao da

membrana e a posterior liberacao das proteinas iniciadoras do processo apoptotico.

Nesse sentido, na proxima secdo serd discutido se a despolarizagdo parcial da
membrana mitocondrial nas células MDA-MB-231 esta relacionada com a translocacdo de
proteinas do espaco intermembranoso da mitocondria, ativando o processo de apoptose
dependente ou independente da atividade das caspases (BACKES; HERRMANN, 2017;
EDWARDS; EAGLESFIELD; TOKATLIDIS, 2021).

3.4.4. Andlise dos processos de autofagia e apoptose ativados pelo SSi6

Com o intuito de confirmar se 0s processos de autofagia e apoptose sdo promovidos
pelo tratamento com SSi6, ensaios de RT-qPCR e western blotting foram realizados para
comprovar a acgdo conjunta destes dois processos de morte celular na MDA-MB-231.
Incialmente, foram determinados os niveis génicos e proteicos da LC3B, utilizada para estimar
a quantidade de autofagossomas (autofagia) induzidos pelo SSi6 nas células (TANIDA et al.,
2005; TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2008). Por outro lado, também foram analisados
utilizando os niveis da proteina caspase-3 (na sua forma ativa), proteina efetora do processo de
apoptose dependente de caspases (MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013; MCCOMB et al.,
2019).

A expressdo génica de MAP1LC3B nas células MDA-MB-231 ap6s o tratamento com
SSi6 (1 e 10 horas) e 6G (1 hora) é apresentada na Figura 12A. Observa-se que houve uma
regulacdo génica positiva da LC3B ap0s 1 hora de incubacdo com SSi6 nas concentragdes
testadas (25 e 50 uM) em relagéo ao controle sem tratamento, porém, isto ndo ocorreu em 10
horas de incubagdo com a substéncia, evidenciando-se pelo contrario, uma reducéo significativa
da expressédo do gene. Por outro lado, a regulacdo proteica da LC3B foi avaliada por meio de
western blotting e mostrada nas Figuras 12B e C. O SSi6 nas concentracdes de 25, 50 e 100 uM
levou a um aumento significativo da lipidacdo (processo que adiciona a fosfatidiletanolamina)
da LC3B-I a LC3B-Il em 3 e 6 horas de tratamento, porém, o processo de autofagia ndo foi

mais promovido apos 14 horas de incubacdo com o SSi6 (Figura 12D). Esta conversdo da
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LC3B-I na sua forma lipidada (conhecida como LC3B-I1) na glicina C-terminal é considerada
um marcador chave do processo autofagico, pois associa-se a membrana das vesiculas
autofagicas (autofagossomas). Em contrapartida, o tratamento das células MDA-MB-231 com
SSi6 (100 uM) na presenca de wortmanina (30 uM) inibiu parcialmente a indugao de autofagia,
como demostrado pelos niveis reduzidos da LC3B-II. Por outro lado, e como era esperado, 0
6G e a 2,4-DNFH ndo tiveram efeito sobre os niveis da LC3B nas células triplo negativas. Isto
corrobora mais uma vez com a hipétese de ocorréncia da autofagia somente nos tempos iniciais

de tratamento.

A Figura 12E mostra os resultados da expressdo génica da caspase-3 ap0s o tratamento
com SSi6 (25 e 50 uM) e 6G (100 uM). Pode-se observar claramente que ap6s 1 hora de
tratamento com o SSi6 ndo houve uma regulacdo génica positiva, entretanto, no tempo de 10
horas a caspase-3 teve sua expressdo regulada positivamente (na concentragcdo de 50 uM). O
aumento da expressédo deste gene pelo 6G néo foi significativa. Novamente, estes resultados
sdo coerentes com a hipotese de que o tratamento com SSi6 induz a promog&o inicial do
processo autofagico seguida do evento apoptdtico nos estagios finais. Embora este ensaio seja
um indicativo da promocdo do processo de apoptose dependente de caspase, € importante
ressaltar que aqui foi medida a regulagdo génica do mRNA (messenger ribonucleic acid) da
caspase-3 total, 0 que pode ndo corresponder aos niveis proteicos da caspase-3 ativa,
responsavel pelo acionamento do processo de apoptose caspase dependente. Neste sentido, ndo
é possivel afirmar de forma conclusiva por meio deste ensaio a dependéncia ou ndo do processo

apoptético com a atividade das caspases.

Para determinar o aumento dos niveis de caspase-3 na sua forma ativa, ensaios de
western blotting foram realizados nas células MDA-MB-231 ap6s 14 horas de tratamento com
SSi6 (25, 50 e 100 uM) e 6G (50 e 100 uM). Conforme pode ser observado na Figura 12F, o
nivel da proteina pro-caspase 3 (forma inativa) foi significativo tanto ap6s o tratamento com
SSi6 quanto com 6G, porém, ndo foi observado 0 mesmo comportamento para a caspase-3
ativa. Isso pode ser explicado pois a caspase-3 sO se torna funcionalmente ativa para iniciar o
processo de apoptose quando € clivada em moléculas de aproximadamente 12 kDa,
confirmando que a promocéo do processo apoptotico induzido pelo SSi6 ndo é dependente de

caspases.

A fim de determinar se 0 processo de apoptose ocorre entdo via independente de
caspase, 0s niveis da proteina AIF (um marcador da apoptose independente de caspases) foram

medidos mediante RT-gPCR e western blotting nas células triplo negativas. Neste caso, a
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determinacdo da expressao génica da AlF nas células tratadas com SSi6 é muito relevante, pois
ao contréario da caspase-3, a simples expressdo desta proteina ja prediz o envolvimento do
processo apoptdtico independente de caspase. Em relacdo a expressdo do mRNA da AlF,
embora nenhuma mudanca significativa tenha sido observada apds 1 hora de incubacéo, houve
uma expressdo significativa aumentada apds 10 horas de tratamento (**p<0,001; Figura 12G).
Além disso, a anélise de western blotting da proteina AIF (Figura 12H) mostrou claramente que
0s niveis da proteina aumentaram ap0s o0 tratamento, especialmente com SSi6. Isto permite
confirmar de forma definitiva que o processo de apoptose induzido pelo SSi6 nas células MDA-
MB-231 esta intimamente relacionado com o mecanismo independente das caspases.
Finalmente, estes resultados concordam com o explicado na despolarizacdo parcial da
membrana, que permite inicialmente a translocacdo de proteinas como a AIF do espaco
intermembranoso para o citosol e que participam posteriormente na promocao de processos

como a apoptoses independente de caspases.

Figura 12 — SSi6 aumenta os niveis da expressao de genes e proteinas relacionadas com a autofagia e apoptose
independente de caspases nas células MDA-MB-231. O mRNA e proteinas totais foram extraidos e coletados para
analise por PCR em tempo real e western blotting, respetivamente. As células foram incubadas com as
concentragdes indicadas do SSi6 e 6G em ensaios independentes como se indica: 1 hora-6G, 1 hora-SSi6 e 10
horas-SSi6 para determinar a expressao do gene (A) MAP1LC3B e o nivel proteico da (B e C) LC3Bem 3,6 ¢
(D) 14 horas de tratamento como se indica. O C+ (controle positivo), corresponde ao tratamento com a
rampamicina (500 nM) por 24 horas e a W (wortmanina 30 pM + 100 pM SSi6- 6 horas), corresponde ao controle
de inibicdo da autofagia. Para analisar a (E) expressdo do gene da caspase-3 e (F) o nivel proteico (pro-casp3 e
casp3 ativa), as células foram tratadas como indicado e analisadas por PCR em tempo real e western blotting. De
maneira similar, o gene da (G) AlF e (H) seu nivel proteico, foram avaliadas pelas técnicas descritas. Os resultados
representam a média (xDP) de ensaios em triplicata. Significancia estatistica: *p<0,05 e **p<0,001 vs controle
respectivo (C-; DMSO 1%).
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3.4.5. Papel das espécies reativas do oxigénio na promocéao de autofagia e apoptose

As ERO sdo descritas como um grupo heterogéneo de espécies instaveis, altamente
reativas do oxigénio geradas pela oxidacdo ou reducdo do oxigénio molecular (O2). Estas
espécies desempenham um papel importante na ativacdo de diferentes tipos de morte celular,
incluindo autofagia e apoptose (GAO et al., 2020; CHOI et al., 2021). As ERO podem causar
varias tensdes celulares como o dano oxidativo de lipideos, proteinas e DNA, mediados por
varios transdutores de sinais, que finalmente derivam no processo de apoptético. Diversos
integrantes da cascata apoptdtica, tais como as caspases, a subfamilia Bax e o citocromo ¢ séo
redox sensiveis e, portanto, suas fungdes estdo intimamente relacionadas a producdo de ERO
intracelular (HAMPTON; FADEEL; ORRENIUS, 1998; CIRCU; AW, 2010). Por outro lado,
em relacdo a autofagia, uma quantidade crescente de evidéncias argumenta que o estresse
oxidativo (gerado pelo acimulo de ERO) atua como ponto de interconexdo entre estes dois
processos. Apesar disso, as vias que descrevem a conexao destes dois processos ndo estédo bem
elucidadas (FILOMENI; DE ZIO; CECCONI, 2015).

Assumindo-se a participacdo das ERO em ambos 0s processos (autofagia e apoptose),
foi investigado se o bloqueio destas espécies tem interferéncia na ativacao de tais processos de
morte celular na MDA-MB-231. Com o intuito de determinar quanto da taxa total de autofagia
estava vinculada as ERO, as células foram tratadas concomitantemente com SSi6 (50 e 100
KUM) e o scavenger NAC (5 mM) durante 6 horas e analisadas por meio de western blotting. Os
resultados mostraram que houve uma reducdo muito significativa no nivel das duas isoformas
da LC3B, diminuindo de valores superiores ao 50% na auséncia do scavenger para

aproximadamente 10% utilizando SSi6 na presenca de NAC (Figura 13A e B).

Também foi investigado o papel da geracdo das ERO na apoptose induzida pelo
tratamento com SSi6 (50 e 100 uM). Para tal, e com o intuito de evitar inibir a inducéo inicial
de autofagia, o NAC (5 mM) foi adicionado somente ap6s 7 horas de tratamento nas células
MDA-MB-231, para subsequentemente medicdo da taxa apoptdtica apds 14 horas, por
citometria de fluxo. Apo6s esse periodo, como observado nas Figuras 13C e D, as taxas
apoptoticas diminuiram significativamente em relacdo as taxas apoptoticas encontradas no
mesmo tempo de tratamento utilizando SSi6 na auséncia do scavenger (vide Figuras 10A e B;
apoptose 14 horas). O resultado foi especialmente evidente utilizando 100 uM de SSi6,

mostrando uma reduc&o da taxa apoptotica de 39,5% para um valor similar ao controle negativo.

Chen et al. reportaram um comportamento similar no tratamento de células de

osteossarcoma utilizando Erianin, um produto natural derivado da Dendrobium chrysotoxum
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(uma espécie de orquidea). Os pesquisadores mostraram que a utilizagdo do NAC (5 mM) levou
a diminuicdo da taxa apoptoética determinada por citometria de fluxo (usando PE-anexina V e
7AAD) e western blotting analisando proteinas relacionadas as vias extrinseca e intrinseca da
apoptose (caspase -3, -8, -9 e Bcl-2). De forma similar, o NAC (5 mM) diminuiu a expressao
de proteinas conexas a autofagia (LC3B, Beclin-1 e p62) analisadas por western blotting
(CHEN et al., 2020).

Levando em consideracdo os resultados obtidos nesta secdo, demostramos o papel
importante das ERO na promocdo combinada dos processos de autofagia e apoptose

independente de caspase induzidos pelo SSi6 na linhagem tumoral triplo negativa.

Figura 13 — SSi6 induz autofagia e apoptose através da producgdo de ERO. (A) Os lisados das células MDA-MB-
231 tratadas com o SSi6 (50 e 100 pM) com ou sem NAC (5 mM) por 6 horas foram analisados para detec¢éo da
LC3B-II por western blotting. (B) Os niveis de LC3B-I1 foram analisados. (C) As células foram tratadas com SSi6
(50 e 100 pM) por 7 h e, depois tratadas com NAC (5 mM) por mais 7 h e analisadas por citometria de fluxo,
usando Anexina-V e 7TAAD. (D) A taxa apoptdtica foi determinada por intensidade de fluorescéncia. Os resultados
sdo apresentados como média (£DP) de trés ensaios independentes (**p<0,001 vs grupo controle, anélise post-hoc
de Bonferroni).
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3.4.6. Efeitos do silenciamento da LC3B no processo de apoptose em MDA-MB-
231

Diversos estudos relatam que a autofagia possui uma complexa interagdo com o
processo de apoptose (SU; MEI; SINHA, 2013; MARINO et al., 2014). Proteinas autofagicas
como a LC3B, a p62 e a Beclin-1 sdo provavelmente vitais na regulacdo de um nimero de
moléculas pré e anti-apoptéticas (BOOTH et al., 2014). Como mostrado anteriormente por
meio de analises de RT-gPCR e western blotting, a LC3B tem uma participagdo importante no

processo autofagico induzido pelo SSi6 nas células MDA-MB-231.

Neste sentido, a fim de determinar a importancia desta proteina na conexao do
processo de autofagia com o processo de apoptose independente de caspases, foi realizado o
silenciamento da LC3B de forma transiente utilizando duas referéncias de siRNA (si-48 e si-
86; nomes atribuidos para diferencia-los). A ideia principal deste ensaio foi verificar se o
silenciamento da LC3B teria influéncia ou ndo na ocorréncia do processo apoptotico

independente de caspases apds o tratamento com SSi6.

Antes da realizagdo do ensaio e com o intuito de validar os resultados posteriores, foi
investigada a eficiéncia do silenciamento da LC3B utilizando as duas referéncias de siRNA.
Neste caso, como observado na Figura 14A, os niveis da LC3B nas células MDA-MB-231 ap6s
48, 72 e 96 horas de transfeccdo foram completamente suprimidos utilizando ambas as
sequéncias de siRNA, demostrando uma 6tima efetividade no silenciamento desta proteina. Por
outro lado, conforme mostrado na Figura 14B, o silenciamento da LC3B reduziu
consideravelmente a percentagem da taxa apoptética na concentracdo de 50 uM de SSi6,
principalmente utilizando o si-86. A taxa de apoptose diminuiu de 25% sem o silenciamento
para 10% ap6s o knockdown da LC3B. Contudo, a taxa apoptética ndao foi completamente
anulada quando a LC3B foi silenciada, pois, conforme relatado na literatura, alguns membros
da familia LC3 (principalmente a LC3A-11) também podem estar envolvidos no inicio do

processo autofagico (BAI et al., 2012), que no caso deste estudo, leva ao processo de apoptose.

Por outro lado, foi comprovado que além do efeito do silenciamento da LC3B na
diminuicdo da taxa apoptotica, o knockdown desta proteina também diminuiu os niveis de AlF
apos 14 horas de tratamento com SSi6, principalmente na concentracdo de 50 uM (Figura 14C).
A partir destes dados confirma-se mais uma vez, pelo menos até certo ponto, que a apoptose
independente de caspase promovida pelo tratamento com SSi6, depende majoritariamente da
iniciacdo do processo autofagico.
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Figura 14 — Silenciamento da LC3B atenua os efeitos apoptéticos do SSi6 nas células MDA-MB-231. As células
MDA-MB-231 foram transfectadas com siRNA direcionado para o gene da LC3B e com SiRNA néo alvo (NT).
(A) O nivel proteico da LC3B foi analisado ap6s 48, 72, 96 horas por western blotting. (B) As células foram
tratadas com as concentra¢des indicadas de SSi6 por 14 horas, e coradas com PE-Anexina V e 7-AAD para serem
analisadas no citdmetro de fluxo; si-48 (SIRNA-ID: s37748) e si-86 (siRNA-1D: s224886). (C) A proteina AlF foi
analizada por western blotting, apds 14 h de tratamento com o SSi6. A B-actina foi usada como controle enddgeno.
(*p<0,05; **p<0,001 vs controle NT, analise post-hoc de Bonferroni).
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Em resumo, este capitulo mostrou que o SSi6, uma substancia semissintética derivada do

6G, induz de forma eficiente a producdo de ERO em células triplo negativas da linhagem MDA.-

MB-231, interligando dois dos processos mais importantes da morte celular: autofagia e

apoptose. Foi demostrado que o processo de apoptose independente de caspases esta

condicionado a iniciagdo do processo de autofagia. Finalmente, a ativacdo desses dois

mecanismos de morte celular pode ser usada como uma estratégia promissora para a terapia do

cancer de mama, especialmente para tumores resistentes a agentes indutores de apoptose

candnica como 0s encontrados no cancer de mama triplo negativo.
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4. CAPITULO 2: estudo da inibigdo do crescimento tumoral e disseminag&o
metastatica em modelos pré-clinicos do tipo xenografico no cancer de mama
triplo negativo

Este capitulo € uma adaptacdo do artigo intitulado “[6]-gingerol-derived semi-
synthetic compound SSi6 inhibits tumor growth and metastatic dissemination in triple-negative
breast cancer xenograft models”, publicado na revista Cancers (fator de impacto = 6,639; 2021)
por Liany Luna-Dulcey, James Almada da Silva, Veronica Jimenez-Renard, Eduardo Caleiras,
Silvana Mouron, Miguel Quintela-Fandino e Marcia R. Cominetti (anexo A, item 2). Os
resultados mostrados neste capitulo foram obtidos durante o estagio de pesquisa no exterior da
autora (BEPE/FAPESP; 2019/12607-3), realizado no Centro Nacional de Investigaciones
Oncoldgicas (CNIO) na Espanha.

4.1. RESUMO DO CAPITULO

A metéstase do cancer de mama é a causa mais comum de morte nas mulheres em todo
0 mundo. Os canceres de mama triplo negativos (CMTN) formam um grupo heterogéneo de
tumores que apresentam maiores taxas de recidiva e menor sobrevivéncia em comparagdo com
outros subtipos de cancer de mama. Assim, neste capitulo foi estudada a atividade antitumoral
e antimetastatica do SSi6 em células triplo negativas MDA-MB-231 utilizando modelos pré-
clinicos do tipo xenografico, simulando dois cenéarios clinicos tipicos de uma mulher com
cancer de mama. Primeiramente foi demostrado que o SSi6 ndo provocou efeitos toxicos in
vivo, como mostrado na avaliacdo do peso corporal e outros parametros hematologicos e
histoldgicos. A partir do modelo xenografico ortotopico sem ressec¢do do tumor primario, foi
evidenciado que o SSi6 retarda o crescimento do tumor, assim como também evita a progressao
metastatica dos linfonodos axilares para os pulmdes. Além disso, o segundo modelo
xenografico com resseccdo do tumor primario mostrou que o SSi6 também bloqueia a
progressdo das metastases dos linfonodos para outros 6rgaos viscerais vitais. Em conjunto, 0s
resultados confirmam que o SSi6 € um composto promissor a ser investigado em outros
modelos pré-clinicos e clinicos, visando sua futura aplicacdo como terapia simples ou

combinada no tratamento do CMTN.
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4.2. BREVE INTRODUCAO

O céancer de mama metastatico, também conhecido como estagio IV ou cancer de
mama avancado, é responsavel pelo 90% das mortes de mulheres diagnosticadas (FOULKES;
SMITH; REIS-FILHO, 2010; BHATT; KLOTZ, 2016). A metastase no CMTN ocorre
preferencialmente em 6rgdos viscerais, incluindo pulmao, figado, glandulas adrenais e o
cérebro (RAKHA; CHAN, 2011; AHN et al., 2013). Assim, o desenvolvimento de novos
farmacos que inibam o crescimento do tumor primario e, consequentemente, blogueiem a
progressao do processo de metastase para 6rgaos vitais € um dos maiores desafios na area. Uma
outra complicacdo importante nesta area de pesquisa estd relacionada a resisténcia ao
tratamento e a falta de seletividade terapéutica das drogas convencionais, 0 que resulta em
diversos efeitos colaterais (O’DRISCOLL AND M. CLYNES, 2006; LONGLEY;
JOHNSTON, 2005). Neste sentido, pesquisas para o descobrimento de compostos cada vez
mais seletivos para as células tumorais (menos efeitos adversos) e que sejam mais eficientes
para inibir a progressdo da metastase, sdo extremamente relevantes para o tratamento do
CMTN.

Os compostos naturais ou suas variantes modificadas, como o0s produtos
semissintéticos, tém sido amplamente utilizados para o tratamento de vérias doencas, incluindo
o cancer de mama (NEDUNGADI et al., 2018; DE LIMA SILVA et al., 2020). Como mostrado
no capitulo anterior, o SSi6, um composto obtido pela modificacdo do 6G com a 2,4-DNFH,
apresentou uma promissora atividade antitumoral em células MDA-MB-231 em ensaio in vitro.
Levando isto em consideracao, estudos mais aprofundados, incluindo testes pré-clinicos in vitro
e in vivo (do tipo xenografico), sdo importantes para elucidar o papel do SSi6 na inibi¢do da

progressao simultanea de metastases a multiplos 6rgaos.

4.3. MATERIAIS E METODOS
4.3.1. Diluicao do SSi6

Para os ensaios in vitro, uma solucdo estoque de SSi6 foi preparada em 100% de
DMSO, e depois foram adicionadas aliquotas convenientes ao meio de cultura para preparar
diferentes concentracOes de SSi6. Em todas as concentragdes, a porcentagem final de DMSO
foi 1% (V/V). Por outro lado, para os experimentos in vivo, a composigéo das doses de SSi6 e
veiculo foi de 90% de soro fisioldgico + 5% de DMSO + 5% de Tween80.
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4.3.2. Linhagens celulares

Todas as linhagens celulares estudadas foram fornecidas pela American Type Culture
Collection (ATCC) e preservadas a 37 °C em uma incubadora com 5% de CO». As linhagens
de CMTN MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-157, Hs578T, HCC1937 e CAL-120
foram mantidas em DMEM com alta glicose (Sigma-Aldrich). As outras linhagens triplo
negativas BT-549, HCC1143 e HCC38 foram mantidas em RPMI-1640 (Sigma-Aldrich). As
células embrionérias de rim humanas HEK-293T (ndo tumorais) foram mantidas em DMEM e
usadas como controle de seletividade. Ambos os meios (DMEM e RPMI-1640) foram
suplementados com 10% de FBS (Sigma-Aldrich). Estas células foram usadas nos ensaios pré-

clinicos in vitro descritos nas proximas segoes.

Finalmente, a linhagem triplo negativa de células luminescentes MDA-MB-231
(MDA-MB-231/Luc) usada nos modelos xenograficos foi gerada por transfecgdo estavel com
um plasmideo codificador da luciferase (pGL.4.51 luciferase reporter vector; Promega),
conforme descrito por (ZAGORAC et al., 2018).

4.3.3. Estudos preliminares in vitro

4.3.3.1. Ensaio de viabilidade — CellTiter

O efeito do SSi6 sobre a viabilidade in vitro das linhagens de CMTN e das células
embrionarias de rim (HEK-293T), foi determinado usando o kit CellTiter 96® AQueous One
Solution Assay (Promega, EUA). As células foram semeadas (5x10° células/100 uL) em placas
pretas de 96 poc¢os e expostas a concentracdes crescentes de SSi6 (3,12, 6,25, 12,5, 20, 25, 50
¢ 100 uM) durante 72 horas. Apds o tratamento, 0 meio foi removido e as células foram tratadas
com MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium) durante 15 minutos. A luminescéncia foi medida usando o equipamento VICTOR
Multilabel Plate Reader (PerkinElmer) a 544 nm. O ensaio de viabilidade foi analisado em

comparacdo com as celulas de controle tratadas com 1% de DMSO.

4.3.3.2. Citotoxicidade por colénias

As linhagens de CMTN foram semeadas (3%10° células/3000 pL) em placas de 12
pogos e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 overnight. Em seguida, as células foram tratadas com
diferentes concentracGes de SSi6 (5, 10, 12,5 e 15 uM) durante 10 dias continuos. Apds este
periodo, as células foram fixadas e coradas com 0,1% (m/V) de cristal violeta em metanol 10%
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(V/IV) por 15 minutos. Finalmente as placas foram escaneadas para a contagem das colonias no
software ImagelJ Fiji.

4.3.4. Estudos in vivo
4.3.4.1. Ensaios de toxicidade aguda e tolerancia

Os animais utilizados neste estudo foram fornecidos pelo biotério do Centro Nacional
de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO). Todos experimentos in vivo foram aprovados pelo
comité de ética do CNIO e realizados seguindo as diretrizes estabelecidas pela International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals desenvolvidas pelo Council for
International Organizations of Medical Sciences (PROEX 387/15).

Animais: os camundongos usados nestes experimentos foram fémeas Wild Type da linhagem
FVB (suscetiveis a leucemia do virus B; Mus musculus) de 6-8 semanas e com massa corporal
de 20+1 g. Os animais foram mantidos em um ambiente climatizado (22+2°C) com ciclos de

12 horas de luz/escuro com acesso ad libitum a racéo e agua.

Grupos: os animais foram divididos em quatro grupos de cinco animais cada (n = 5) e
classificados da seguinte forma: grupo 1 — veiculo (90% soro fisioldgico + 5% DMSO + 5%
Tween80); grupo 2 — SSi6 5 mg/kg; grupo 3 — SSi6 10 mg/kg e grupo 4 — SSi6 15 mg/kg. As
doses do veiculo e do SSi6 foram administradas via intraperitoneal (i.p.: 100 uL) trés vezes por

semana, totalizando 4 semanas (1 més) de tratamento.

MedicBes e registros durante o experimento: ap6s da administracdo de cada dose, foi
mensurada a massa corporal em balanca eletrénica para registrar qualquer mudanca. Além
disso, durante estes procedimentos, analises comportamentais e condutais foram realizadas para
verificar possiveis sinais de sofrimento e/ou dor decorrentes da administracdo do composto. As
condutas analisadas foram: perda de locomocéo, postura defensiva, diarreia, inapeténcia, perda
aparente de massa corporal, mudancas na respiracdo, piloerecdo, mudancas na posicdo das
orelhas ou morte. Estes e outros comportamentos foram registrados diariamente e de forma

individual.

Coleta de sangue periférico: antes da eutanasia, amostras de sangue (~50 pL) foram coletadas
por puncdo facial/submandibular em tubos revestidos com EDTA (BD Biosciences,
Vacutainer). Aliquotas (~3 pL) de sangue de cada animal foram depositadas em laminas de
microscopia para realizar um esfregaco de sangue periférico. As laminas foram secas

naturalmente e, em seguida, fixadas com metanol absoluto por 3 minutos antes de serem coradas
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com May Grundwald Giemsa, para verificar possiveis alteracdes nas células sanguineas pelo

tratamento. As imagens foram capturadas no microscopio ZEISS AXIO Imager.M2.

Eutanasia: os camundongos foram eutanasiados em camaras de inalagdo de CO». Em seguida,
0s 0rgdos (intestino grosso e delgado, fémur/medula 6ssea, coracdo, baco, figado e rins) foram
coletados, pesados e analisados macroscopicamente. Finalmente, os 6rgaos foram mantidos em

formalina tamponada 10% para as analises histoldgicas.

4.3.4.2. Andlises histoldgicas

Os o6rgaos coletados foram submetidos a um procedimento histolégico compreendendo
0s seguintes estagios: desidratacdo (alcool 70%, alcool 80%, alcool 95%, alcool absoluto I,
alcool absoluto 1, alcool absoluto I11), clarificagdo (xilol I e xilol 11) e impregnac&o (parafina |
e parafina Il). Posteriormente, os ¢rgdos foram embebidos em parafina e cortados
longitudinalmente (espessura de 5 um) para o processo de coloracdo com hematoxilina e eosina
(H&E) para sua analise morfologica e estrutural. As imagens das laminas foram capturadas no
Microscopio ZEISS AXIO Imager.M2 e analisadas pelo patologista da unidade de
histopatologia do CNIO.

4.3.4.3. Modelo xenogréfico ortotopico - sem ressec¢do do tumor primario

Neste modelo foi avaliado a inibicdo do crescimento tumoral e a formacdo de
metastases espontaneas. Camundongos da linhagem Hsd:Athymic Nude-Foxnlnu com 6
semanas de idade foram adquiridos dos laboratérios Charles River na Franga. As células MDA.-
MB-231/Luc (1x10° células) foram ressuspendidas em 50 puL de PBS e matrigel (1:1 V/V) e

injetadas no tecido mamario subcutaneo direito entre a quarta e quinta mamas.

Grupos: quando o volume do tumor foi de aproximadamente 200 mm? (para simular o estagio
I11A/doenca localmente avancada), os camundongos foram aleatoriamente divididos em grupos
de seis animais cada (n = 6) como segue: grupo 1 — veiculo (90% soro fisioldgico + 5% DMSO
+ 5% Tween80) e grupo 2 — SSi6 15 mg/kg. Durante o experimento, 0s animais foram mantidos
a temperatura constante (24 °C) sob um ciclo de 12 horas de luz/escuro em gaiolas ventiladas

individualmente e equipadas com filtros especiais de entrada controlada de umidade e gases.

Administracdo das doses, medicOes e registros durante o experimento: as doses foram
administradas cinco vezes por semana via intraperitoneal (i.p.: 100 pL) totalizando 25 dias de
tratamento. A massa corporal e o crescimento do tumor primario foram monitorados trés vezes
por semana com auxilio de uma balanca eletronica e um paquimetro digital, respectivamente.

Os volumes tumorais foram calculados usando a seguinte equacdo 1 (ZAGORAC et al., 2018):
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3\ _ (D-d2)
V (mm?3) = — (1)
Onde D e d correspondem ao maior e menor diametro do tumor medido, respectivamente. Além
disso, a porcentagem de inibicdo do crescimento tumoral (% ICT) foi calculada de acordo com

a equacdo 2:

ICT (%) = [1 — (T¢/To)a/(Tg/To)v] x 100 (2)

Onde Tr e To referem-se as medidas do volume nos tempos final e inicial, respectivamente. A
corresponde ao grupo do SSi6 e V ao veiculo (NAVARRO et al., 2016). As andlises de
bioluminescéncia in vivo executadas no equipamento In Vivo Imagen System (IVIS) spectrum
foram realizadas uma vez por semana para analisar as metastases formadas nos linfonodos
axilares e na area do térax (detalhes serdo descritos na secdo de Bioluminescéncia in vivo).
Antes da eutanésia, amostras de sangue foram coletadas via facial/submandibular e analisadas
no contador hematolégico LaserCell (CVM-LaserCell HT5). Finalmente, os animais foram
eutanasiados em camaras de inalagdo de CO2 quando o volume do tumor atingiu o ponto final
humano 1500 mm? (diretrizes institucionais estabelecem eutanasia obrigatoria quando os
tumores crescem >1000 mm?) (NIH, 2000) ou em sinal de dor/angustia e os 6rgdos (pulmao,
coragdo, baco, figado e rins) foram coletados para seu posterior analise por bioluminescéncia
ex vivo e histopatologia (vide secBes 4.3.4.6 Bioluminescéncia ex vivo dos 6rgdos e 4.3.4.7

Analises histopatoldgicas).

4.3.4.4. Modelo xenogréafico de metastase - com ressec¢ao do tumor primario

Similar a0 modelo anterior, as células MDA-MB-231/Luc (1x10° células) foram
ressuspendidas em 50 pL de PBS e matrigel (1:1; V/V) e injetadas no tecido mamario

subcutaneo entre a quarta e quinta mamas.

Grupos: quando o volume do tumor atingiu ~500 mm?3, os camundongos foram anestesiados
com isoflurano (2-4%) em O e os tumores foram resseccionados usando uma técnica de sutura
de pontos interrompidos simples com fios de polipropileno 7.0. Apés a ressec¢édo, 0s animais
foram aleatoriamente separados em dois grupos como segue: grupo veiculo (n = 11) e grupo
SSi6 15 mg/kg (n = 15). Todos os animais receberam analgesia com buprenorfina (0,1 mg/kg;

100 pL) via subcuténea cada 8 horas durante 3 dias.

Administracao das doses, medicdes e registros durante o experimento: apds uma semana
de recuperacgéo dos animais, o tratamento foi administrado cinco vezes por semana (i.p.; 100

pL). A massa corporal foi monitorada trés vezes por semana antes, durante e apos a ressec¢do
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do tumor primario. Além disso, durante o experimento, a medida da bioluminescéncia in vivo
foi realizada uma vez por semana para analisar metastases formadas no segmento superior
(linfonodos axilares e area torax) e no segmento inferior (area abdominal/recidiva do tumor
primario) dos animais. Os camundongos foram eutanasiados em camaras de CO; assim que
mostraram sinais de dor/angustia. Os 6rgédos coletados (pulmao, coracdo, baco figado, rins e
linfonodos axilares) foram analisados por bioluminescéncia ex vivo e por histopatologia (vide

secdes correspondentes).

4.3.4.5. Imagens de bioluminescéncia in vivo

As andlises de bioluminescéncia in vivo foram realizadas utilizando o sistema Xenogen
IVIS-200. Para isto, os camundongos foram injetados via intraperitoneal com 200 pL de D-
luciferina (15 mg/mL; BioThema BT11-1000K) e anestesiados com isoflurano 2-4% inalado
em O». Para visualizar de forma adequada os linfonodos axilares e as metastases na area toracica
(pulm@o) no modelo xenografico ortotopico, a alta luminescéncia emitida pelo tumor primario
foi blogueada com o auxilio de um material preto, quantificando somente os sinais emitidos
pelas regides de interesse (ROI) (DE CAMARGO et al., 2020). O software Living Image 4.7.3
foi usado para calcular e integrar o sinal luminescente de cada ROI. Finalmente, o valor do
fluxo total (fétons/segundo) nas ROI de cada animal, foi determinado pela diferenca entre o
valor do fluxo total calculado pelo software e o valor do fluxo total de um camundongo controle

(sem tumor) injetado com luciferina.

4.3.4.6. Bioluminescéncia ex vivo dos 6rgaos

Antes da eutanasia, 200 uL de D-Luciferina (15 mg/mL) foram injetados via
intraperitoneal nos camundongos. Ap6s 5 minutos de distribuicdo do substrato, o0s
camundongos foram eutanasiados em camaras de CO2, e em seguida, o0s érgdos (baco, figado,
rins e pulmdes) foram rapidamente removidos e analisados usando o sistema IVIS Spectrum

série 200 (Xenogen) durante 1 minuto.

4.3.4.7. Andlise histopatol6gica dos érgaos

Estas analises foram realizadas com o intuito de confirmar a presenca de células
tumorais nos orgdos coletados ap0s a eutanasia. A preparacdo dos orgdos coletados para as
analises histopatologicas, bem como a coloragdo com H&E, foram realizadas seguindo o
procedimento descrito na secdo 4.3.4.2 (Analises histologicas). Além destas andlises, 0s

linfonodos axilares dos animais avaliados no segundo modelo foram examinados para a
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deteccdo especifica das células tumorais de mama por imuno-histoquimica (IHC) utilizando o
anticorpo anticitoqueratina (CK, clone AE1/AE3; Dako, IR053, 1:100).

4.3.5. Analises estatisticas

Cada experimento in vitro foi realizado de forma independente e em triplicata para
garantir a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. As anélises estatisticas foram
realizadas usando one-way (nivel de p aceitavel <0,05), seguida do pds-teste de Bonferroni que
compara todos 0s grupos com o controle. Para os graficos de sobrevida in vivo, os grupos foram
calculados pelas comparacdes das curvas de Kaplan-Meier, e os valores de p foram derivados
do teste de log-rank (ou Mantel-Cox test). Os modelos xenograficos foram comparados usando
0 teste t-student no software GraphPad Prism® (versdo 7.0). Todos os dados foram apresentados

como média + desvio padrao (DP).

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Efeitos do SSi6 na citotoxicidade e viabilidade das linhagens de CMTN:
ensaios in vitro

Primeiramente, foram realizados ensaios de colbnias para determinar a atividade
citotoxica do SSi6 em diferentes linhagens triplo negativas. Neste caso, as células foram
mantidas com o tratamento durante 10 dias continuos para determinar sua resisténcia frente ao
SSi6 e sua capacidade de formar colonias. Assim, e considerando os resultados apresentados
nas Figuras 15A e B, foi evidenciado que o nimero de colnias diminuiu significativamente
em todas as linhagens triplo negativas (principalmente nas maiores concentracdes de SSi6) em
comparagdo com o controle negativo (células ndo tumorais de rim, HEK-293T). E importante
destacar que os efeitos citotoxicos do SSi6 sdo mais significativos nas linhagens MDA (MDA.-
MB-157, MDA-MB-231 e MDA-MB-468), pois estas mostraram-se mais sensiveis em todas

as concentracdes testadas (5, 10, 12,5, e 15 uM) quando comparadas as outras linhagens.
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Figura 15— SSi6 induz efeitos citotdéxicos em um painel de células triplo negativas de cancer de mama (CMTN).
(A) As células de CMTN foram semeadas em placas de 12 pocos e tratadas com as concentrag@es indicadas durante
10 dias continuos. (B) Os gréaficos representam as unidades relativas da citotoxicidade do SSi6 nas células de
CMTN. HEK-293T é uma linhagem de células renais embrionarias humanas, usada como controle negativo de
seletividade. Os dados representam a média (£DP) de trés ensaios independentes. Os resultados foram comparados
usando one-way ANOVA, seguido pela analise de Bonferroni; *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 vs controle.
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Para complementar estes resultados, foi realizado um ensaio de viabilidade celular para
determinar os valores ICso do SSi6 nas células de CMNT. Neste caso, o tratamento com SSi6
causou uma diminuigdo significativa na viabilidade celular da MDA-MB-231 (ICso = 14,5 uM)
em comparagdo com outras linhagens triplo negativas, bem como com as células embrionarias
de rim HEK-293T (ICso = 30,2 uM) utilizadas como controle de seletividade (vide Tabela 4).
Estes resultados concordam com os mostrados no capitulo anterior, em que o SSi6 apresentou
maior atividade citotoxica na MDA-MB-231 (ICso =22,90+£0,35 uM) em comparaGao com as
células ndo tumorais de mama MCF-10A (ICso=34,17+2,49 uM) e com as células epiteliais de
mama humano HMEC (1Cso = 35,56+0,7 uM). Por outro lado, o SSi6 mostrou um bom indice
de seletividade frente a linhagem MDA-MB-231 (IS = 2,08), sendo recomendado um IS
aceitavel para uso farmacoldgico acima de 2,0 (INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD, 2021).
Deste modo, e tendo em conta que o SSi6 mostrou maior citotoxicidade na linhagem MDA-
MB-231, os resultados apresentados nas proximas secdes referem-se ao efeito do SSi6 somente

nesta linhagem tumoral.

Vale ressaltar que os efeitos citotdxicos do SSi6 tém sido somente estudados por nosso
grupo de pesquisa e, portanto, ndo existem evidéncias previas que demonstrem os efeitos in
vitro e in vivo do SSi6. Neste sentido, os resultados deste trabalho foram comparados com
outros estudos pré-clinicos que demostraram o papel terapéutico do 6G, composto base para a
sintese do SSi6.

Varios estudos tém reportado o potencial citotoxico do 6G em distintas linhagens
tumorais. Dentre estes, Xu et al. demostraram a atividade do 6G em altas concentracfes (10,
30, e 50 uM) em linhagens tumorais renais. Este trabalho mostrou que 6G inibiu o crescimento
de colénias de forma dependente da concentracdo (7 dias de tratamento) nas células ACHN,
786-0 e 769-P, principalmente em 30 e 50 uM (XU et al., 2020). Além disso, outro estudo de
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Luo e colaboradores, mostrou o efeito da combinagéo do 6G (300 uM) com radiagdo ionizante
para melhorar a atividade antitumoral do composto frente a linhagem de carcinoma gastrico
humano HGC-27. Apesar da radiosensibilizacdo das células, o valor de ICso do 6G foi alto
(386,3 uM) apos 48 horas de tratamento (LUO et al., 2018). Claramente, nossos estudos
mostram que o SSi6 é muito mais ativo que seu analogo 6G ndo modificado, visto que apresenta
mesmo em baixas concentragdes, melhor atividade citotoxica, evidenciada pela inibi¢do da
formacéo de colénias nas linhagens de CMTN, especialmente nas MDA-MB-231, MDA-MB-
157, e MDA-MB-468. Além disso, os valores de ICso calculados foram significativamente

menores, demostrando também a seletividade do SSi6 contra as células tumorais de mama.

Tabela 4 — Valores ICsp do SSi6 nas linhagens de CMTN ap6s 72 horas de tratamento.

ICso = DP* (UM)

MDA-MB-231 14,5+2,4
MDA-MB-468 29,529
MDA-MB-157 28,5+0,8
CAL-120 27,9%3,3
HCC1937 26,1+19
Hs578.T 23,1+1,1
BT-549 20,2+0,6
HCC1143 30,6+1,2
HCC38 28,9+1,9
HEK-293T** 30,2+1,8
|S*** 2,08

*Desvio padréo
**Linhagem de células embrionarias renais humanas
***|ndice de seletividade = IC5)HEK-293T/ICsMDA-MB-231

4.4.2. Toxicidade aguda das doses do SSi6 in vivo

Antes da realizacdo de pesquisas clinicas de novos compostos antitumorais com
resultados promissores in vitro, se faz necessario a realizacdo de ensaios exaustivos para testar
sua eficécia e seguranca. Nesse sentido, os testes pré-clinicos que usam modelos animais sdo
muito relevantes para determinar a dose ideal do composto a ser aplicada, ou seja, a dose com
amelhor relagdo eficacia-seguranca (CARNEIRO et al., 2015). Desta forma, a toxicidade aguda
de diferentes doses (5, 10 e 15 mg/kg) do SSi6 em camundongos fémeas selvagens (wild type)
da linhagem FVB foi analisada usando como pardmetros avaliativos a massa corporal,
indicadores hematologicos, alteracbes histolégicas em varios oOrgdos, sinais fisicos de

dor/angustia e mortes no decorrer do experimento.

Analisando-se a Figura 16A, observamos que o SSi6 ndo provocou a diminuicdo da
massa corporal em nenhuma das doses testadas. Os valores da massa corporal dos animais
foram normalizados, pois os grupos veiculo e 15 mg/kg iniciaram com pesos inferiores. Por

outro lado, ndo foram observadas mortes durante o tratamento, mesmo na maior dose do SSi6
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(15 mg/kg) (Figura 16B). Além disto, par@metros como o aumento de peso ou tamanho dos
o0rgdos especificos também foram considerados como sinais de toxicidade. Para tal, varios
orgdos foram coletados (intestino, rins, figado, baco, coracdo e fémur) e pesados no dia da
eutanasia para descartar megalias que poderiam ser causadas pela administracdo do SSi6.
Conforme observado nas Figuras 16C a H, ndo houve um aumento significativo no peso dos
6rgdos dos animais tratados com as doses de SSi6 em comparac¢do ao grupo controle (veiculo),
exceto para os rins da dose de 5 mg/kg de SSi6 nos quais houve uma diferenca estatistica
significativa (*p<0,05; vide Figura 16D).

Figura 16 — As doses do SSi6 ndo provocam efeitos téxicos in vivo. Os camundongos fémeas FVB foram
distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n = 5/por grupo) e tratados com diferentes doses de SSi6 (5, 10, e 15
mg/kg) e veiculo. (A) Durante o experimento, a massa corporal foi monitorada desde o inicio do experimento até
o0 dia da eutandsia. (B) Registro de mortes durante o tratamento foi monitorado. Na eutanésia, o valor do peso dos
6rgédos como (C) intestino, (D) rins, (E) figado, (F) baco, (G) coracdo, e (H) fémur, foi registrado para descartar
qualquer megalia causada pelo tratamento. Os resultados foram comparados usando one-way, seguida pela anélise
post-hoc de Bonferroni. *p<0,05 vs grupo controle (veiculo). (I) Fotomicrografias de esfregacos de sangue
periféricos dos camundongos FVB fémeas que receberam tratamento com o veiculo e as doses de SSi6 indicadas
(barra de escala = 400 pm).
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Por outro lado, é importante mencionar que ndo foram observadas mudancas

macroscépicas (cor ou morfologia) dos 6rgdos apds tratamento com as doses de SSi6 (imagens
ndo mostradas). Adicionalmente, apds a administracdo das doses, 0s animais foram examinados
individualmente para identificar possiveis alteragbes comportamentais decorrentes do
tratamento com o composto. Em relacéo a isto, ndo foram observados sinais clinicos e nem

fisicos de toxicidade, tais como diarreia, ataxia, espasmos, sangramento, vomitos, dispneia,
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mudangas nos padrdes condutais (falta de asseio, apetite, hipoatividade e postura agressiva) e
morte na gaiola durante o tempo total de experimento (4 semanas). O mesmo resultado foi
observado na analise do esfregaco de sangue periférico, ou seja, ndo foi evidenciada nenhuma
alteracdo significativa nas analises das células sanguineas (basofilos, eosindéfilos, neutréfilos

plaquetas e glébulos vermelhos) apds o tratamento com o0 composto.

De acordo com as analises histoldgicas das laminas coradas com H&E ndo foram
observadas alteracdes morfoldgicas e nem estruturais significativas entre os érgdos coletados
(intestinos, figado, baco, rins, coracdo e fémur/medula 6ssea) dos animais tratados do grupo
veiculo com os grupos do SSi6 (Figura 17). Contudo, pequenas alterac6es no coracéo (pequena
infiltracdo adiposa subendocérdica) e na medula dssea (alguns megacariécitos
hiposegmentados) foram encontradas em alguns camundongos de ambos 0s grupos (vide setas

pretas na Figura 17).

Estudos da literatura tém mostrado e relatado a baixa toxicidade aguda do 6G em
modelos animais. Dentre estes, Rastogi e colaboradores demostraram que doses do 6G (2,5e 5
mg/kg) ndo alteraram o peso corporal de camundongos imunossuprimidos em um modelo
xenogréafico usando células tumorais HeLa. No mesmo estudo, as analises das enzimas alanina
aminotransferase e da aspartato aminotransferase concluiram que 6G néo é hepatotéxico para
os animais (RASTOGI et al., 2015). De acordo com 0s nossos resultados, este trabalho mostrou
resultados similares ao analisar a histopatologia e parametros sanguineos, mostrando que o SSi6
ndo causa efeitos toxicos nos camundongos da linhagem FVB, mesmo na maior dose de 15
mg/kg. Isto sugere que a modificagdo na estrutura molecular do 6G para sintetizar o SSi6 néo
tem influéncia na toxicidade aguda do composto, porém, tem um efeito muito importante no

aumento da sua seletividade e dos seus efeitos citotéxicos nas células de CMTN.

Tomados todos esses dados em conjunto e sob as condices deste estudo, as doses de
SSi6 ndo mostraram nenhum efeito toxico por via intraperitoneal in vivo. Isto indica que SSi6
tem uma toxicidade relativamente baixa, a qual é uma caracteristica indispensavel de novos
candidatos a farmacos. Além disso, os resultados obtidos nestes experimentos s&o muito
relevantes para escolher a dose adequada a ser utilizada nos proximos estudos pré-clinicos.
Neste caso, a dose de 15 mg/kg foi selecionada para realizar os seguintes experimentos

relacionados com os modelos do tipo xenografico, como pode ser visto nas proximas segoes.
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Figura 17 — SSi6 ndo provoca alteragGes morfoldgicas significativas em tecidos. Camundongos fémeas da linhagem FVB foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=5/por
grupo) e tratados com diferentes doses de SSi6 (5; 10, e 15 mg/kg) e veiculo (5% DMSO + 5% Tween 80 + 90% soro fisiolégico). Fotomicrografias representativas coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) do intestino, figado, baco, rim, coracédo e medula 6ssea de camundongos fémeas foram capturadas. As setas indicam alguns focos de infiltracdo de
tecido adiposo subendocardico no coragéo e alguns megacariocitos hiposegmentados na medula dssea. As imagens foram analisadas e capturadas com o microscopio ZEISS AXIO
Imager.M2, barra de escala = 200 um (baixo aumento) e 50 um (alto aumento).
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4.4.3. Estudo da inibicdo do crescimento do tumor priméario e da progressao
espontanea metastatica das células MDA-MB-231 no modelo xenografico
ortotopico

O modelo pré-clinico ortotopico do tipo xenografico foi realizado com o intuito de
determinar a atividade do SSi6 (15 mg/kg) sobre a inibicdo do tumor primario, além de avaliar
os efeitos sobre as possiveis metéstases espontaneas produzidas. Um ponto importante deste
modelo sem resseccdo do tumor primario, é o fato de permitir a instalacdo/estabelecimento de
metastases nos linfonodos axilares, simulando o cenario cotidiano de uma mulher com céncer
de mama neste estagio. Diferente dos estudos in vitro, aqui foi utilizada a linhagem modificada
MDA-MB-231/Luc, que expressa a enzima luciferase para avaliar a presenca de metastases por
bioluminescéncia tanto in vivo como ex vivo. Primeiramente, as células MDA-MB-231/Luc
foram transplantadas cirurgicamente no tecido mamario entre a quarta e quinta mamas de forma
subcuténea, e os tratamentos foram iniciados quando o volume do tumor atingiu ~200 mm?. Na
Figura 18A € mostrada um esquema deste processo. A dose de SSi6 definida (15 mg/kg) €
equivalente a 1,21 mg/kg em humanos (dosagem equivalente humana; DEH). Este valor
também pode ser expresso em funcdo da area de superficie de um ser humano médio
(considerando 60 kg e 1,62 m? como peso e altura, respectivamente), obtendo-se um valor DEH
de 45 mg/m? (NAIR; JACOB, 2016). Estes calculos permitem realizar uma aproximagio mais
real sobre 0 uso desta dose de SSi6 em futuros modelos clinicos.

Analisando o grafico da massa corporal dos grupos, conforme apresentado na Figura
18B, é observada uma diminuicdo significativa no grupo veiculo, quando comparado com 0
grupo tratado com SSi6. Além disso, como mostrado nas curvas de sobrevida de Kaplan-Meier
(Figura 18C), o grupo veiculo (*p<0,05) apresentou uma maior mortalidade do que o grupo
tratado. Cabe ressaltar que os camundongos do grupo veiculo chegaram mais rapidamente ao
ponto final humano do tumor primario (1500 mm?3) e, portanto, foram eutanasiados quando
atingiram tal valor. De acordo com os volumes tumorais medidos foi calculado (ICT; equagéo
2) que o grupo tratado com SSi6 teve uma reducéo parcial de ~13% no crescimento do volume
tumoral (Figura 18D) em relacéo ao grupo veiculo. Esses resultados podem ser atribuidos a ja
conhecida atividade citotoxica do SSi6 nas células MDA-MB-231, como demostrado in vitro

neste estudo, bem como no Capitulo 1 desta tese.
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Figura 18 — SSi6 retarda o desenvolvimento de tumores e metéastases espontaneas nos linfonodos axilares e na
area toracica em um modelo xenografico ortotopico. (A) As células MDA-MB-231/Luc (1x10°) foram injetadas
no tecido mamario subcutaneo de cada camundongo fémea Athymic Nude de 6 semanas. Quando o volume dos
tumores atingiu 200 mm?3, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=6/por grupo). Entdo, o
grupo veiculo (90% soro fisiolégico, 5% DMSO e 5% Tween80) e SSi6 15 mg/kg foram injetados 5 vezes por
semana por via intraperitoneal. (B) Peso corporal medido trés vezes por semana desde o inicio até o final do
experimento. *p<0,05; teste t-student. (C) Curva de sobrevida Kaplan-Meier de camundongos tratados com o
veiculo ou SSi6 15 mg/kg. A sobrevida foi calculada a partir do inicio do tratamento. Diferencas estatisticas
(*p<0,05) entre o grupo tratado com a dose SSi6 e o grupo veiculo (teste log-rank). (D) O volume tumoral foi
medido trés vezes por semana. A inibicdo do crescimento tumoral (ICT) foi calculada como Tf: ponto de tempo
final (volume) e TO: ponto de tempo inicial (volume) do SSi6 e do grupo veiculo. A ICT quantificada foi de
12,95%. (E) Imagens representativas do grupo veiculo e SSi6 com metastases espontaneas em linfonodos axilares
e area toracica durante a primeira até a Ultima semana de tratamento. Os tumores primarios foram cobertos para
permitir a visualizagdo de pequenos focos metastaticos. (F) Quantificacdo das metastases espontaneas nos
linfonodos axilares e no térax foram medidas pelo fluxo total de bioluminescéncia em fétons/segundos.
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Por outro lado, analises in vivo de bioluminescéncia foram realizadas uma vez por
semana para avaliar se a dose de SSi6 poderia inibir a progressdo das metastases formadas
espontaneamente a partir do tumor primario para os linfonodos axilares (doenca metastatica
localmente avangada/estagio I11A) até a regido toracica (relacionada as metéstases pulmonares).
A Figura 18E mostra os camundongos de ambos 0s grupos tratados na primeira e Gltima semana
do experimento (imagens de bioluminescéncia realizadas no animal controle durante todo o
ensaio encontram-se no Anexo B, Figura B1-A). O grupo veiculo teve uma maior incidéncia de
formacdo de metéstases nos linfonodos axilares e na area toracica em comparacdo com 0s
animais tratados com SSi6. Neste caso, 0 SSi6 causou um aparente bloqueio da progressao das
metastases a partir dos linfonodos axilares até a area toracica, que inclui os pulmdes (imagens
capturadas ao longo do tratamento encontram-se na Figura B2-A do anexo B). Além disso, a
representacdo quantitativa das bioluminescéncias da Figura 18F mostra claramente que néo

houve inibicdo da progressao metastatica nos animais do grupo veiculo.

Para complementar os resultados da progressdo metastatica, foram realizadas analises
de bioluminescéncia ex vivo em diferentes 0rgéos viscerais vitais, tais como pulméo (6rgéo pelo
qual as células MDA-MB-231 tem maior afinidade), baco, figado e rins. Neste caso, como
esperado, a bioluminescéncia ex vivo confirmou metastases principalmente no pulméo de 83%
dos camundongos do grupo veiculo (Figura 19A e B), porém, ndo em outros 6rgdos vitais (bago,
figado e rins). Em contraste, o grupo tratado com SSi6 teve uma porcentagem insignificante
(~1%) de metastases no pulméo, o que confirma a inibigdo da progressdo das metéstases dos

linfonodos axilares para este 6rgéo, alem de uma menor evolucdo das metastases para outros
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Orgdos vitais. As imagens ex vivo de todos os 6rgdos do animal controle, bem como dos grupos
tratados encontram-se nas Figuras B1-B e B2-B, respectivamente, do anexo B.

Figura 19 — Tratamento de SSi6 evita metastases espontaneas nos pulmées em um modelo sem ressecgdo do tumor
primério. A linhagem MDA-MB-231/Luc foi usada para rastrear células tumorais por bioimagem ap6s a injecéo
de células no tecido mamario de camundongos imunossuprimidos. (A) Imagens representativas de
bioluminescéncia ex vivo do pulm&o do grupo veiculo e SSi6 15 mg/kg. (B) Quantificacdo do fluxo total das
metastases pulmonares ao final do estudo. Os valores de p foram gerados pelo teste t-Student (*p<0,05,
**p<0,001). Imagens histolégicas de pulmdes corados com H&E com areas marcadas com crescimento tumoral
do grupo (C) veiculo e (D) tratado com SSi6. As imagens representam resultados em cada grupo de tratamento,
barra de escala = 200 pm (aumento menor) e 50 um (aumento maior).
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Veiculo SSi6

Estes resultados sdo congruentes com os obtidos nas analises histolégicas dos pulmdes.

Neste caso, a maioria dos animais do grupo veiculo (Figura 19C) apresentaram multiplas areas
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com focos metastaticos em comparagdo com o grupo SSi6 (Figura 19D) que ndao mostraram
areas com metéstases. Considerando os resultados obtidos até 0 momento, o SSi6 mostrou ter
uma boa atividade antitumoral para retardar/inibir o crescimento acelerado do tumor primario
em comparagdo com o grupo veiculo. Notavelmente, o SSi6 (15 mg/kg) inibiu a progresséo das
metastases espontaneas dos linfonodos axilares para o pulm&o na maioria dos camundongos do
grupo, o que demostra uma boa atividade antimetastatica deste composto, inclusive em um

estagio avancado da doenca.

A maioria dos estudos in vivo que avaliam os efeitos antimetastaticos do 6G utilizam
doses muito altas, devido provavelmente a sua baixa atividade in vivo. Como mostrado por
Zhong et al., apenas doses de 100 e 200 mg/kg de 6G (~10 vezes maior que a dose do SSi6
usada neste estudo) foram capazes de suprimir o crescimento do tumor e as metastases
pulmonares e hepaticas em um modelo xenografico usando a linhagem tumoral de cancer de
mama MCF-7 (ZHONG et al., 2019). No entanto, ao contrario de nosso estudo, o tratamento
iniciou-se quando o volume do tumor era de aproximadamente 10 mm?, ou seja, quando a

doenca metastatica ndo tinha atingido um estagio avancado nos ganglios linfaticos axilares.

Tabela 5 — Hemograma dos grupos do modelo xenogréfico sem resseccdo de tumor. Valores alterados séo
destacados em vermelho. Os valores de p foram gerados pelo teste t-Student, grupo veiculo vs grupo SSi6 (n/s,
ndo significativo; *p<0,05; **p<0,001). Os valores representam a média das analises de todos o0s animais.

Pardmetro Grupo veiculo Grupo SSi6  Faixa normal Unidade p-valor

WBC 5,78 5,78 0,80-10,60 10"9/L n/s
Neu# 5,00 2,36 0,23-3,60 10M9/L *p<0,05
Lym# 2,28 2,82 0,60-8,90 10"9/L n/s
Mont# 0,38 0,35 0,04-1,40 10M9/L n/s
Eos# 0,17 0,22 0,00-0,51 10"9/L n/s
Bastt 0,05 0,04 0,00-0,12 10"9/L n/s
Neu%o 58,24 39,17 6,5-50,0 % *p<0,05
Lym% 32,58 49,38 40,0-92,0 % *p<0,001
Mon% 6,38 6,48 0,9-18,0 % n/s
Eo0s% 3,02 4,20 0,0-7,5 % n/s
Bas% 0,88 0,77 0,0-1,5 % n/s
RBC 8,41 8,16 6,50-11,50 10M2/L n/s
HGB 13,73 13,63 11,0-16,5 g/dL n/s
HCT 39,65 40,92 35,0-55,0 % n/s
MCV 47,13 50,07 41,0-55,0 fL n/s
MCH 16,33 16,68 13,0-18,0 pg n/s
MCHC 346,17 334,67 300-360 g/L n/s
RDW-CV 14,27 16,10 12,0-19,0 % n/s
RDW-SD 29,42 35,80 23,0-39,0 fL n/s
PLT 756,33 358,54 400-1600 10M9/L  **p<0,001
MPV 5,77 5,93 4,0-6,2 fL n/s

Abreviacdes: WBC, gldbulos brancos; hemacias, globulos vermelhos; HGB, hemoglobina; HCT, hematécrito; MCV, volume
corpuscular médio; MCH, hemoglobina corpuscular média; MCHC, concentracdo média de hemoglobina corpuscular; RDW-
CV, Faixa de Distribuicao de Eritrocitos medida como Coeficiente de Variagdo; RDW-SD, Faixa de Distribuigdo de Eritrocitos
medida como desvio padréo; PTL, plaquetas; MPV, volume médio de plaquetas.
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A fim de determinar as alteragdes nas células sanguineas de ambos os grupos,
pardmetros hematoldgicos foram determinados e analisados no contador hematoldgico (Tabela
5). Cabe ressaltar que esta analise complementar fornece informacGes fundamentais sobre
mudangas nos niveis das células hematopoiéticas, refletidas nos parametros de sangue
periférico causadas pelo cancer induzido (como neste caso) ou por efeitos colaterais do
composto testado (MAUCH et al., 1995). Neste caso, 0 grupo veiculo apresentou leve
neutrofilia e linfopenia, enquanto que no grupo SSi6 alguns animais apresentaram
trombocitopenia (destacado em vermelho). Adicionalmente, foram realizados esfregacos de
sangue periférico corados com Giemsa e laminas histologicas da medula 6ssea coradas H&E.
O intuito das analises de medula 6ssea foi determinar se as celulas tumorais poderiam também
ter se infiltrado na medula déssea dos animais (MAUCH et al., 1995; KUO et al., 2018), assim
como observado nas metastases pulmonares (observadas principalmente no grupo veiculo). Os
resultados apresentados nas Figuras 20A e B, confirmam que as células do sangue periférico e
as células hematopoiéticas da medula 6ssea de ambos os grupos ndo sofreram alteracGes

significativas durante o ensaio, mostrando uma boa relacdo mieloide e eritroide.

Figura 20 — Dados complementares do modelo xenogréafico ortotopico. (A) Fotomicrografias de medula dssea coradas com hematoxilina e
eosina (H&E) de camundongos imunossuprimidos fémeas que receberam tratamento com veiculo e SSi6 15 mg/kg (barra de escala = 50 um).
(B) Esfregaco de sangue periférico preparado em laminas para microscopia coradas com May-Griindwald Giemsa (barra de escala = 25 pum).
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4.4.4 Efeito da dose de SSi6 no blogueio da progressao das metastases de multiplos
orgaos: modelo xenografico com ressec¢éo do tumor

Usualmente, a cirurgia é considerada uma intervencdo importante que oferece uma
chance de cura para os pacientes com cancer (TOHME; SIMMONS; TSUNG, 2017). No
entanto, estudos na literatura sugerem que a ressec¢do cirurgica do tumor primario esta
associada a um maior risco do crescimento acelerado da doenga metastatica, além de uma maior
formacdo de novos focos metastaticos. E importante ressaltar que os focos metastaticos
distantes sdo promovidos pelo desprendimento de células cancerigenas do tumor primario em
direcdo a circulacdo durante a cirurgia. Neste contexto, durante o processo cirurgico se produz
uma lesdo tecidual que leva a um processo inflamatdrio agudo nos pacientes. Assim, o trauma
cirtrgico induz respostas inflamatdrias locais e sistémicas contribuindo para o crescimento

acelerado das micrometastases (FARES et al., 2020).

Para simular a situacdo em que a paciente detecta um crescimento anormal na mama,
é diagnosticada com tumor e passa por retirada cirdrgica, foi utilizado um modelo de metéstase
com ressec¢do do tumor primario para analisar a eficiéncia do SSi6 na inibicdo das metastases
em diversos érgdos vitais (pulmao, coracéo, figado e baco), bem como para evitar a recidiva do
tumor primario derivado do procedimento cirargico. Este cenario é comum na clinica e muitas
vezes, 0 tumor é detectado em momentos em que a doenca ja esta disseminada. Neste contexto,
nos experimentos descritos a seguir, o tumor primario foi resseccionado com cerca de 500 mm?3
(~7 semanas) apds a formacdo das metastases iniciais (por exemplo, nos linfonodos axilares).
Esta condicdo foi escolhida para avaliar adequadamente o efeito do SSi6 na inibicdo e

progressao das metastases para multiplos 6rgaos.

O SSi6 (15 mg/kg) foi administrado apds uma semana de recuperacdo dos animais da
resseccdo do tumor primario, como esquematizado na Figura 21A. Como pode ser observado
na Figura 21B, o SSi6 ndo representou nenhum efeito téxico nos camundongos com relacdo a
diminuicdo do peso durante o tempo total de experimento. Além disso, a curva de Kaplan-
Meier, Figura 21C, mostrou que o grupo tratado com SSi6 teve uma porcentagem de sobrevida
maior em comparagdo com o grupo veiculo (*p<0,05). Por outro lado, quando as imagens de
bioluminescéncia in vivo das metastases nos linfonodos e na regido toracica (pulmao) sao
analisadas verifica-se que estas foram desenvolvidas de forma muito mais evidente no grupo
veiculo do que no grupo SSi6 (Figura 21D e E). Consistente com estas observagdes, as imagens
de bioluminescéncia da regido abdominal mostraram que o grupo SSi6 teve uma menor
progressdo das metastases, ao mesmo tempo que o tratamento evitou de forma mais eficiente a

recidiva do tumor primario (Figura 21F e G). A juncdo das imagens anteriores (imagens do
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corpo inteiro do camundongo) pode ser vista na Figura 21H, em que se evidencia de forma mais
clara o efeito do SSi6 na inibicao da progressao tumoral para 6rgdos vitais do animal, bem como
para evitar a recidiva do tumor primario. Finalmente, a quantificacdo da bioluminescéncia no
corpo inteiro dos animais tratados com SSi6 foi significativamente menor quando comparada
com o veiculo (Figura 211). As imagens de bioluminescéncia in vivo do animal do grupo
controle (Figura B1-C) e de todos os animais (Figura B2-C) dos grupos veiculo e SSi6 podem
ser consultadas no anexo B.

Figura 21 — SSi6 diminui metastases de corpo inteiro e a recidiva do tumor primario. (A) O tumor formado por
células MDA-MB-231/Luc foi removido com um volume de aproximadamente 500 mm? em ambos 0s grupos
(veiculo n = 11; SSi6 15 mg/kg n = 15). Em seguida os tratamentos com SSi6 e veiculo foram iniciados por via
intraperitoneal e finalizou quando os camundongos mostraram sinais de dor/angustia. (B) A massa corporal foi
monitorada trés vezes por semana, antes e depois da ressec¢édo cirdrgica dos tumores primarios. (C) Curva de
sobrevida Kaplan-Meier. O valor p foi calculado por meio do teste log-rank. (D) Imagens representativas de
bioluminescéncia in vivo e (E) quantificacdo do segmento superior (linfonodos axilares e regido toracica), (F)
segmento inferior, e (G) quantificagdo mostrando a regido abdominal e a recidiva de tumores primarios. (H)
Imagens de corpo inteiro e (I) quantificacdo obtida da soma de cada segmento dos grupos tratados (veiculo e SSi6).
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Por outro lado, as imagens de bioluminescéncia ex vivo e suas quantificagdes séo
mostradas nas Figuras 22A e B, respectivamente. Como esperado, para o grupo veiculo, estas
analises confirmaram as metastases na maioria dos 6rgdos avaliados, tais como pulmdes
(~45%), baco (~36%) e rins (~36%) (**p<0,001, *p<0,05). Em contrapartida, as percentagens
de metéstase encontradas nestes 6rgdos para o grupo SSi6 ndo foram significativas, sendo em
alguns casos muito parecidas ao animal controle sem tumor. O anterior mostra mais uma vez a
alta capacidade do SSi6 em inibir a progressdo de metastases para multiplos 6rgaos. Imagens
ex vivo do animal controle (Figura B1-B) e de todos os animais (Figura B2-D) dos grupos

veiculo e SSi6 encontram-se no anexo B.

Para complementar os resultados obtidos nas imagens de bioluminescéncia ex vivo, foi
realizada uma andlise histolégica H&E para analisar a inibigdo da progressdo metastatica dos
linfonodos axilares para os pulmdes e outros érgdos vitais. A Figura 22C (H&E) mostra que o
tratamento com SSi6 inibe a progressdo da doenca metastatica localmente avancada (ganglios
linfaticos axilares) para os pulmdes, ao contrario do observado no grupo veiculo. Notavelmente,
os resultados obtidos utilizando SSi6 sdo similares aos encontrados nas analises histoldgicas
H&E (linfonodo e pulmao) realizadas no camundongo controle (anexo B Figura B1-D). Para
validar que de fato as células tumorais de mama encontram-se instaladas nos linfonodos,
analises de imuno-histoquimica (IHC) foram realizadas utilizando a citoqueratina AE1/AE3
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(CK), um marcador especifico para a detec¢do de carcinomas/células de mama (XU et al.,
2000). Os resultados da Figura 22C (IHC) mostram claramente que os linfonodos axilares tanto
do grupo tratado com SSi6 quanto do veiculo foram positivos para a marcacdo com CK, o que
confirma a concepcdo experimental do modelo em estudo. Assim, os resultados indicam que a
doenca localmente avancada progrediu para os pulmd&es nos animais do grupo veiculo, porém,
esta progressdo metastatica foi claramente bloqueada nos animais tratados com SSi6. As
analises histologicas H&E realizadas nos outros 6rgéos vitais (baco, rins e coragdo) comprovam
que no grupo tratado com SSi6 nao foram observadas areas/focos de crescimento metastatico
(Figura 22D). As imagens das andlises histolégicas H&E dos érgdos do animal controle

encontram-se no anexo B (Figura B1-E).

Figura 22 — SSi6 inibe metastases de maltiplos érgéos e bloqueia o avango das células MDA-MB-231/Luc dos
linfonodos para os pulmdes em um modelo xenogréfico com ressec¢do do tumor primério. (A) Imagens de
bioluminescéncia ex vivo dos dérgdos do grupo veiculo (n = 11) e SSi6 15 mg/kg (n = 15). (B) Gréficos dos
experimentos ex vivo medindo a bioluminescéncia do pulméo, baco, figado e rins, respectivamente. Os valores p
foram gerados pelos testes t-Student (*p<0,05, **p<0,001). (C) Imagens da coloragdo de H&E e IHC de
citoqueratina dos linfonodos axilares para confirmar a presenca de células tumorais. (D) Imagens representativas
de H&E mostrando ndédulos metastéticos no baco, rins e no coragéo dos grupos. Barra de escala=200 pm e 50 pm.
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— Continuagdo Figura 22
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Finalmente, os resultados conjuntos aqui apresentados fornecem fortes evidéncias de

que os modelos xenograficos com doenga localmente avancada, com e sem resseccéo do tumor
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primario, geram metastases simultaneas e, mais importante, que o SSi6 mostrou-se promissor
em inibir a progressdo metastatica, principalmente dos linfonodos axilares para os pulmdes,

bem como para prevenir metastases em multiplos 6rgaos.
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS PARA ESTUDOS
FUTUROS

Esta tese teve como objetivo investigar o papel do SSi6, uma nova substancia obtida a
partir da modificacdo do [6]-gingerol (6G), na inducdo dos processos de autofagia e apoptose,
bem como seus efeitos antitumorais e antimetastaticos em modelos pré-clinicos do tipo

xenogréfico usando células de cancer de mama triplo negativas da linhagem MDA-MB-231.

No primeiro capitulo, mostramos evidéncias da atividade in vitro do SSi6 para induzir
a morte celular na linhagem MDA-MB-231. Neste estudo, demostramos que o SSi6 apresentou
uma melhor seletividade e atividade citotdxica frente as células triplo negativas (MDA-MB-
231) quando comparado a seu homologo ndo modificado, o 6G. Desse modo, o SSi6 induziu a
morte celular por ativacdo de duas vias, a autofagia e a apoptose independente de caspases,
promovidas pela participacdo de espécies reativas de oxigénio geradas pelas células em resposta
ao tratamento. Esta estratégia de induzir mecanismos combinados de morte celular poderia ser

utilizada em tumores triplo negativos resistentes a compostos que induzem a apoptose canonica.

No segundo capitulo, e tendo em vista que ndo existem estudos que demostrem 0s
efeitos antitumorais e antimetastaticos do SSi6 in vivo, ampliamos o estudo deste composto por
meio da aplicacdo de modelos pré-clinicos xenograficos, os quais permitiriam determinar de

uma forma mais realistica a eficacia terapéutica deste novo composto.

A aplicacdo do modelo xenografico ortotdpico sem resseccdo do tumor nos permitiu
comprovar que o SSi6 tem uma boa atividade antitumoral in vivo, demostrada pela inibicéo
parcial do crescimento do tumor primario, sem efeitos colaterais significativos sobre o peso ou
a mortalidade dos camundongos. Além disso, os dados obtidos nos permitiram conhecer
preliminarmente os efeitos antimetastaticos do SSi6, os quais foram verificados com mais
detalhe no segundo modelo. Neste caso, nos ensaios xenograficos com resseccdo do tumor
primario, mimetizamos um cendrio frequente em mulheres diagnosticadas com cancer de
mama, em que uma vez detectado o tumor (comumente de forma tardia), as pacientes sao
submetidas primeiro a um processo cirdrgico para remover 0 tumor primario e depois ao
tratamento com quimioterapia/radioterapia (neste caso, administracdo da dose de 15 mg/kg do
SSi6 em camundongos imunossuprimidos). Os resultados da aplicacdo deste segundo modelo
evidenciaram que o tratamento com SSi6 blogueou a progressdo da metastase dos ganglios
linfaticos para os pulmdes, bem como para multiplos 6rgaos, incluindo as tipicas metastases de
Orgdos viscerais do cancer de mama triplo negativo. Considerando que as metastases sao

responsaveis por 90% das mortes causadas pelo cancer, este resultado é promissor e incentiva
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a realizacdo de outros modelos pré-clinicos in vivo, utilizando, por exemplo, um regime

terapéutico combinado com farmacos ja aplicados na clinica.

Apesar de que os resultados deste estudo sao muito promissores, outros estudos sao
necessarios antes de avancar para etapas posteriores do desenvolvimento de novos farmacos.
Por exemplo, estudos in vitro que permitam identificar o alvo biol6gico/molecular do SSi6 na
linhagem MDA-MB-231 sdo extremamente relevantes para elucidar de forma detalhada o
mecanismo pelo qual este composto induz os efeitos mostrados neste estudo. Além disso, uma
avaliacdo da farmacocinética do SSi6 é fundamental para conhecer seu comportamento

metabdlico in vivo.
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ANEXO B1

Este anexo contém informacdes relacionadas ao Capitulo 2 e inclui 05 FIGURAS

Figura B1 — Imagens do camundongo utilizado como controle. Nos modelos xenograficos sem e com ressecgao
do tumor primario foi selecionado um (01) camundongo como controle, para subtrair o valor da luminescéncia
natural emitida pelo corpo do animal. (A) As imagens correspondem ao animal controle com medicdo da
luminescéncia no segmento superior referente ao primeiro modelo e (B) Analise ex vivo dos érgaos realizada no
IVIS spectrum. Imagens de (C) corpo inteiro referente ao segundo modelo com resse¢do do tumor primario. (D)
Imagens representativas de H&E mostrando linfonodos axilares, pulméo, (E) bago, rins e coragdo do animal
controle. Barras de escala= 200 um e 50 pum.
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ANEXO B2

Este anexo inclui 04 FIGURAS

Figura B2 — SSi6 inibe as metastases espontaneas nos modelos xenograficos. Células MDA-MB-231/Luc foram
cirurgicamente transplantadas no tecido mamario de camundongos fémeas da linhagem Hsd: Athymic Nude-
Foxnlnu. (A) Imagens representativas do grupo veiculo e SSi6 com metéstases em ganglios linfaticos e area
toracica nas semanas do tratamento. Os tumores primarios foram cobertos para permitir a visualizagdo de pequenos
focos metastaticos. (B) Imagens ex vivo de bioluminescéncia de pulmdo, bago, figado e rins de todos os
camundongos do grupo do veiculo e tratados com SSi6 15 mg/kg do modelo xenogréfico ortotdpico. (C) Imagens
de bioluminescéncia de corpo inteiro do modelo xenogréafico de metastase com ressec¢do do tumor primario tanto
do grupo veiculo (n = 11) como do grupo tratado com SSi6 15 mg/kg (n = 15). (D) Antes da eutanasia, 0s
camundongos dos grupos do segundo modelo foram injetados com luciferina (vide materiais e métodos) e o0s
orgaos foram analisados por bioluminescéncia no equipamento VIS spectrum.
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- Continuagéo Figura B2
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