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RESUMO
ERIKA PEREIRA SAMPAIOQO. Caracterizacdo dos efeitos antitumorais de compostos

derivados do acido anacérdico em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama.
Universidade de Brasilia, 2015.

O céancer de mama é o tipo de cancer que mais acomete mulheres em todo 0 mundo. Muitas
drogas tem sido estudadas como potenciais terapias para este tipo de cancer, incluindo agonistas
de PPARY e anti-inflamatorios ndo-esterdides. A partir do acido anacardico, um lipideo fendlico
do liquido da casca da castanha de caju com caracteristicas anti-inflamatoérias, foram
sintetizados diferentes agonistas parciais de PPARy. O objetivo deste trabalho foi investigar o
efeito de novos derivados do &cido anacardico, previamente descritos como agonistas parciais
de PPARYy, na viabilidade, proliferacao, ciclo celular e migracao de células tumorais de mama.
Células MDA-MB-231 e MCF-7, células mononucleares do sangue periférico e células
epiteliais de mama MCF-10 foram tratadas com os compostos derivados de &cido anacérdico e
comparados com o controle (células sem tratamento). Ensaios para avaliar viabilidade (MTT),
proliferacdo (ensaio clonogénico e CFSE), ciclo celular (PI), migracdo (wound healing) e
apoptose (anexina/Pl) foram realizados em células MDA-MB-231. Além disso, também
investigamos a ocorréncia de alteracdo na producdo de ROS e NO, na biogénese de corpusculos
lipidicos e na expressdo de 5LO, NFKkB e PPARYy nesta linhagem celular apds estimulo com os
compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383. Apds o tratamento com o composto LDT13,
foi observada uma reducdo significativa na viabilidade de MCF-7 e MDA-MB-231, assim como
diminuigéo na proliferacdo, enquanto a viabilidade de MCF-10 ndo foi afetada. O tratamento
com os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 reduziram a viabilidade, aumentaram
a apoptose, reduziram a proliferacdo e migracdo de MDA-MB-231 e promoveram alteracGes
no ciclo celular. Os compostos LDT13 e LDT383 aumentaram a expressdo de PPARy, enquanto
LDT11 e LDT380 nédo o fizeram. O composto LDT13 aumentou a producdo de ROS e NO,
reduziu a expressao de 5SLO, e promoveu a translocacdo de NFkB para o nucleo em algumas
células. Nossos dados sugerem que o composto LDT13 pode ser um candidato para testes

clinicos e um agente terapéutico promissor para o tratamento de cancer de mama.

Palavras chave: acido anacardico, cancer de mama, novas drogas

Vi



ABSTRACT

ERIKA PEREIRA SAMPAIO. Characterization of the antitumoral effects of anacardic
acid derivatives in breast cancer cell lines. University of Brasilia, 2015.

Breast cancer is the type of cancer that affects more women in the world. Many drugs have
been studied as potential therapies for this type of cancer, including PPARYy agonists and non-
steroidal anti -inflammatory drugs. From the anacardic acid, an phenolic lipid of the cashew
nutshell liquid with anti-inflammatory properties, were synthesized different partial agonists of
PPARYy. The aim of this study was to investigate the effects of new anacardic acid derivatives,
which were previously described as PPARYy partial agonists, on breast cancer cell lines viability,
proliferation, cell cycle and migration. MDA-MB-231 and MCF-7 breast cancer cell-lines and
nontumorigenic PBMCs and MCF-10 human mammary epithelial cells were treated with
anacardic acid derivatives and compared with negative control (without treatment). Assays to
evaluate viability (MTT), proliferation (CFSE and clonogenic assay), cell cycle (PI), migration
(wound healing) and apoptosis (annexin v/ PI) were performed in MDA-MB-231. Moreover,
we analyzed de occurrence of alterations in the production of ROS and NO, lipid bodies
biogenesis, and 5LO, NFkB and PPARy expression after treatment with LDT11, LDT13,
LDT380 and LDT383. After treatment with the compound LDT13, we observed a significant
reduction in MCF-7 and MDA-MB-231 viability, as well as a decrease in proliferation and cell
cycle alterations, while MCF-10 viability was not affected. The treatment with the drugs
LDT11, LDT13, LDT380 and LDT383 reduced viability, increased apoptosis, reduced
proliferation and migration of MDA-MB-231 cells and promoted cell cycle alterations. LDT13
and LDT383 increased the expression of PPARy, while LDT11 and LDT380 did not. LDT13
increased the production of ROS and NO, reduced the expression of 5LO, and promoted the
translocation of NF«xB in some cells. Our data suggest that new anacardic acid derivative
LDT13 may be a strong candidate for breast cancer clinical trials and a promising therapeutic

agent.

Key words: Anacardic acid, breast cancer, new drugs
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer

O céancer ¢ um importante problema de salde publica em todo o mundo, sendo
responsavel por 8.2 milhdes de mortes em 2012 (OMS, 2013). O termo céancer € utilizado
genericamente para representar um conjunto de mais de 100 doencas, incluindo tumores
malignos de diferentes localizagbes. Importante causa de doenga e morte no Brasil, desde
2003, as neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte na populagéo,
representando mais de 15% dos ébitos de causa conhecida, notificados em 2011 no Sistema
de Informacdes sobre Mortalidade (BRASIL, 2014).

Segundo estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer), da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o impacto global do cancer mais que dobrou em 30
anos. Em 2012 ocorreram 14,1 milhdes de casos novos de cancer no mundo. O continuo
crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetard de forma significativa o
impacto mundial do cancer. Em 2030, estima-se que o0 numero de casos mundiais sera de 21,4
milhdes de casos novos de cancer e 13,2 milhGes de mortes por cancer, em consequéncia do
crescimento e do envelhecimento da populagdo, bem como da redugdo na mortalidade infantil
e nas mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (BRASIL, 2014).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o ano de
2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de céancer,
reforcando a magnitude do problema do cancer no pais. O cancer de pele do tipo ndo
melanoma (182 mil casos novos) serd 0 mais incidente na populacdo brasileira, seguido pelos
tumores de préstata (69 mil), mama feminina (57 mil), c6lon e reto (33 mil), pulméo (27 mil),
estdbmago (20 mil) e colo do Utero (15 mil) (BRASIL, 2014).

O cancer caracteriza-se por modificacdes progressivas no perfil bioldgico da célula,
com alteraces na sua capacidade de proliferacdo, diferenciacdo, sobrevida e interacdo com o
meio ambiente. Tem origem em uma célula, como resultado do acuimulo de anormalidades
(mutagdes), os quais ocorrem em genes funcionais, como aqueles envolvidos no controle do
ciclo celular, na apoptose ou no reparo do DNA, onde leva a perda progressiva da homeostase
e ao aparecimento do fen6tipo celular maligno (CAMARGO, 2003 apud FROES, 2009). A
carcinogénese é o processo pelo qual células normais se transformam em células cancerosas.
Este processo passa por varias etapas antes de chegar ao tumor maligno, e pode ser dividido
em 3 fases: iniciacdo, promocédo e progressao (FABER, 1984).

A fase de iniciacdo € caracterizada por danos ao DNA, que podem ser causados por
1



agentes fisicos (radiacdo ionizante e luz ultravioleta), quimicos ou bioldgicos (virus). Esse
processo € irreversivel e as mutacOes resultantes dele causam a ativacdo de oncogenes e a
inativacdo de genes supressores tumorais. Além disso, agentes intracelulares como espécies
reativas de oxigénio, provenientes do metabolismo oxidativo normal, e alteragdes em enzimas
metabolizadoras, podem produzir moléculas reativas capazes de induzir danos genotoxicos
(SURH, 2003; MEHTA et al., 2010).

Na fase de promocdo, ocorre a expansao pelo crescimento das células mutantes por um
estimulo a proliferacdo celular, que pode ser decorrente da liberacdo de fatores de
crescimento. Este processo é reversivel e mais lento, e se caracteriza pela desregulacdo de
vias de sinalizacdo que normalmente controlam a proliferacéo celular e a apoptose. Por fim, a
fase de progressdo é caracterizada pelo acumulo de alteracBes genéticas, angiogénese e
desenvolvimento de metastases (MEHTA et al., 2010).

carcinégenos

v iniciagﬁo
promogao
Qe —
o mutagao oo thfﬁfﬂ‘}ﬂﬂ pmllfera ga

células celular celular
normais células com alteragdes celulas inativadas
/ progressao | Profiferagéo
celular
Apoptose
oo~ ©
Cancer

Figural. Etapas da carcinogénese. Esquema mostrando as fases do desenvolvimento neoplésico. Adaptado de
OLIVEIRA et al, 2007.

1.2 Cancer de mama

O céancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres, tanto em paises
em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos. Cerca de 1,67 milhdes de casos novos
dessa neoplasia foram esperados para o ano de 2012, em todo 0 mundo, 0 que representa 25%
de todos os tipos de cancer diagnosticados nas mulheres.

A maioria dos canceres de mama tém origem no epitélio ductal, com carcinomas

2



ductais infiltrantes sendo responsaveis por mais de 70% dos casos de cancer de mama,
enquanto a minoria se origina do epitélio lobular (HARRIS et al., 1992). Nos ultimos 40 anos,
a sobrevida vem aumentando nos paises desenvolvidos e, atualmente, é de 85% em cinco
anos, enquanto, nos paises em desenvolvimento, permanece com valores entre 50% e 60%. O
cancer de mama é a maior causa de morte por cancer nas mulheres em todo o mundo, com
cerca de 520 mil mortes estimadas para 0 ano de 2012. E a segunda causa de morte por cancer
nos paises desenvolvidos, atras somente do cancer de pulmé&o, e a maior causa de morte por
cancer nos paises em desenvolvimento (INCA, 2014).

Para o Brasil, em 2014, sdo esperados 57.120 casos novos de cancer de mama, com
um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer € o0 mais
frequente nas mulheres das regiées Sudeste (71,18/ 100 mil), Sul (70,98/ 100 mil), Centro-
Oeste (51,30/ 100 mil) e Nordeste (36,74/ 100 mil). Na regido Norte, é o0 segundo tumor mais
incidente (21,29/ 100 mil) (INCA, 2014).

A génese do cancer de mama é multifatorial. Sdo identificados diversos fatores de
risco, entre os quais podemos destacar: sexo feminino, idade superior aos 45 anos, historia
pregressa de cancer de mama ou de biopsia mamaéria atipica, menarca precoce, menopausa
tardia, nuliparidade, primeira gestacdo depois dos 35 anos, uso prolongado de terapia de
reposicdo hormonal (TRH), exposicdo a radiacdo ionizante, obesidade, tabagismo, etilismo e
suscetibilidade genética.

A historia familiar de cancer de mama esté associada a um aumento no risco de cerca
de duas a trés vezes para o desenvolvimento desse tipo de neoplasia (INCA, 2014).
Aproximadamente 5 a 10% dos casos de cancer de mama e ovario sdo hereditérios e até 50%
desses sdo causados por mutacdes genéticas. Mulheres portadoras de mutacdes nos genes
BRCAL1 e BRCAZ2 estdo particularmente susceptiveis ao surgimento dessas neoplasias. O
risco de carcinoma mamario antes dos 35 anos varia de 45 a 60% para portadores de mutagdes
no BRCAL, e de 25 a 40% para portadores de mutacdes no BRCA2 (FERLA et al, 2007).
Dependendo dos indices da mutacdo no gene BRCAL, o risco pode ultrapassar 80% aos 70
anos de idade (SAADATMAND et al, 2014).

A influéncia hormonal também é bastante importante no desenvolvimento do cancer
de mama. Desde 1896 sabe-se que esta neoplasia € horménio dependente, quando Beatson
mostrou através de seus experimentos que com a retirada dos ovarios ocorre a regressao da

disseminacdo do cancer mamario (BEATSON, 1896).



1.3 Resposta imune no cancer

O sistema imune possui grande importancia na prevencdo do desenvolvimento de
tumores, estando apto a identificar ameacas a homeostase organica, e reagir de forma a
eliminar, neutralizar ou tolerar a¢Ges prejudiciais.

As interacBes que ocorrem entre células cancerosas e células do sistema imune no
microambiente tumoral sdo complexas, e existem diversas diferencas entre a resposta
imunolodgica de um individuo para o outro. Em algumas pessoas a resposta imune pode inibir
0 crescimento tumoral levando a remissdes espontaneas, e em outras pode promover
inflamacdo crénica induzindo a progressdo do cancer e angiogénese (DOUGAN e
DRANOFF, 2009).

O papel de células do sistema imune no cancer tem sido bastante pesquisado
recentemente, porém a associacdo entre as células do sistema imune e os tumores é conhecida
ha tempos. Apesar de varios estudos terem sido realizados, ainda ndo existe consenso se o
papel do sistema imune na tumorigénese é indutor ou protetor. A principio achava-se que 0s
infiltrados de leucdcitos observados ao redor de tumores representavam uma tentativa do
hospedeiro em eliminar as células neoplasicas. Em 1909, Paul Ehrlich elaborou o conceito de
vigilancia imune, que foi consolidado mais tarde em 1957 por Burnet e Thomas (BARONZIO
etal., 2009; BURNET, 1957; THOMAS, 1959).

Burnet acreditava que um pequeno acumulo de células tumorais poderia se
desenvolver, e por essas células possuirem antigenos diferentes elas poderiam provocar uma
reacdo imune efetiva com regressdo do tumor (BURNET, 1957). Em virtude de tais
pensamentos, foi proposta a hipotese de que alteracdes genéticas hereditarias seriam comuns
em células somaticas, e uma proporcao dessas mudancas representaria um passo em direcdo a
malignidade. Seria entdo uma necessidade evolutiva de que houvesse algum mecanismo para
a eliminacdo ou inativacdo de tais células mutantes potencialmente perigosas, e foi proposto
que este mecanismo fosse de carater imunoldgico (BURNET,1970).

Segundo a teoria da vigilancia imunoldgica, o sistema imune participa no controle do
crescimento tumoral, visto que células imunes podem reconhecer e eliminar clones de celulas

mutantes no organismo antes que elas deem origem a tumores (BARONZIO et al., 2009).



Realmente, um extenso infiltrado de células matadoras naturais (NK - do inglés,
Natural Killer) esta associado a um prognéstico melhor em cénceres colorretais ou gastricos
(ISHIGAMI et al., 2000). Além disso, individuos imunodeprimidos apresentam maior
susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer, inclusive para tumores ndo dependentes de
infeccdo viral (GATTIM; GOOD, 1971).

Acredita-se que tanto a imunidade inata quanto a adaptativa participam do processo de
erradicacdo do tumor, formando um sistema integrado de defesas do hospedeiro contra o
cancer, no qual varias células e moléculas funcionam simultaneamente. A primeira linha de
defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores e células tumorais é a imunidade inata,
e os principais tipos celulares que a compde incluem células NK e macrofagos. A resposta
imune adaptativa participa na eliminacdo de patdgenos e na defesa do hospedeiro em etapas
mais tardias do desenvolvimento neoplasico, sendo o linfocito T o tipo celular com resposta
antineoplasica especifica contra os antigenos de tumores e responsavel pela memoria
imunologica (LOOSE e VAN DE WIELE, 2009).

O controle de neoplasias durante a resposta imune inata € realizado,
principalmente, através da secrecdo de citocinas (interleucinas — IL, interferon — IFN e fator
de necrose tumoral — TNF), bem como ativacdo de células NK e macréfagos. No momento
em que o sistema imune recebe um estimulo, células inflamatdrias e linfocitos séo ativadas e
recrutadas por meio da liberacdo de quimiocinas e citocinas especificas (SHI et al., 2003). A
resposta imune adaptativa esta envolvida na eliminacdo de microorganismos invasores e na
defesa do hospedeiro em fases mais tardias do crescimento tumoral, sendo o linfécito T o tipo
celular mais especifico contra os antigenos tumorais. Durante a resposta imune adaptativa, o
controle de neoplasias é realizado pela ativacdo de linfocitos TCD8+ os quais liberam
granulos citotdxicos e indutores de apoptose (granzimas, perforinas e granulosimas)
diretamente sobre as células tumorais alvos (LOOSE e VAN DE WIELE, 2009).

No entanto, estudos populacionais mostram que pacientes que permanecem com um
estado inflamatério crénico tem maiores chances de desenvolver neoplasias. (KARIN e
GRETEN, 2005). Em adicéo a isso, alguns trabalhos mostram que o sistema imune colabora
com a promogdo do tumor ao selecionar os clones de células neoplésicas de baixa
imunogenicidade capazes de evadir a resposta imune (REIMAN et al, 2007; FACIABENNE
etal, 2011).
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Figura 2. Relacdo entre o desenvolvimento neoplésico e o sistema imune. A figura mostra de que maneira o
desenvolvimento de tumores se inicia a partir de uma relagdo entre aspectos extrinsecos ao tumor, no caso agdes
do sistema imune e aspectos intrinsecos as células tumorais, como mutagdes ou alteragdes epigenéticas que
promovem o desenvolvimento tumoral. Adaptado de ZITVOGEL; TESNIERE; KROEMER, 2006.

Atualmente, a interpretacdo de um sistema imune bivalente, que ativa tanto a repressao quanto
a promocao tumoral vem ganhando cada vez mais adeptos. Alguns estudos enfatizam a
coexisténcia da vigilancia imune com um estado inflamatdrio necessario para a progressao

tumoral, definindo-se o todo como um processo de imunoedicdo (SCHREIBER et al, 2011).

1.4 Inflamacéo e Cancer

No século XIX, Virchow observou que lesdes neoplésicas frequentemente se
desenvolvem em sitios de irritagdo cronica e identificou células do sistema imune em cortes
histoldgicos de tumores. Através de uma sintese dessas observagdes, ele relacionou o estado
inflamatorio local com desenvolvimento de neoplasias e propds uma relacdo causal entre
inflamacéo e cancer (BALKWILL; MANTOVANI, 2001).

Doencas inflamatérias cronicas podem aumentar o risco de surgimento do cancer.
Estudos epidemioldgicos estimam que cerca de 15% dos casos de neoplasias malignas no
mundo sejam associados a presenga de agentes infecciosos, e a inflamagéo crénica € um dos
principais componentes da infecgdo causada por esses agentes (BALKWILL; MANTOVANI,
2001).

Atualmente sabe-se que células tumorais tém capacidade de produzir citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas que podem contribuir diretamente para progressdao maligna. Sabe-
se que o fator de necrose tumoral (TNF), IL-1, IL-6 e quimiocinas podem ser induzidas por

hipoxia, que é uma das condi¢des fisioldgicas que costuma estar presente no tecido tumoral e
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ausente no tecido sadio (BALKWILL; MANTOVANI, 2001). Além disso, estudos mostram
que o uso prolongado de certos antiinflamatorios (como a aspirina) pode reduzir o risco de
desenvolver alguns tipos de cancer (CROSARA et al,2014).

Muitos tipos de células que sdo importantes na inflamacdo sdo encontrados em
grandes quantidades no microambiente tumoral. Macrofagos associados ao tumor séo
importantes componentes do infiltrado da maioria dos tumores. Macrofagos associados ao
tumor derivam de precursores de mondcitos circulantes, os quais sdo atraidos para a regido do
tumor por quimiocinas. Diversas células tumorais também produzem citocinas chamadas
fatores estimuladores de col6nias que prolongam a sobrevivéncia destes macréfagos. Quando
devidamente ativados, os macrofagos associados ao tumor podem matar as células tumorais
ou provocar reacdes destrutivas de tecidos centradas sobre o endotélio vascular. No entanto,
macrofagos associados ao tumor também podem produzir fatores de crescimento e fatores
angiogénicos, bem como proteases que degradam a matriz extracelular. Assim, macr6fagos
associados ao tumor podem estimular a proliferacdo de células tumorais, promover

angiogénese, e favorecer a invasao e metastase (GRIVENNIKOQOV et al, 2011).
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Figura 3. Correlacgéo entre inflamac&o e cancer. Inflamacédo cronica, dano tecidual e infecgdo crénica podem
estimular a producéo de citocinas e quimiocinas que contribuem para o desenvolvimento de neoplasias malignas.
Adaptado de BALKWILL; MANTOVANI, 2001.



1.5 Metabolismo Lipidico e Cancer

Alguns acidos graxos poli-insaturados tem efeitos profundos em células tumorais,
exercendo citotoxidade e regulando genes relacionados a crescimento e metéstase (JIANG et
al, 2003). Alguns desses efeitos sdo exercidos diretamente por acidos graxos, enquanto outros
sdo exercidos por metabdlitos derivados dos acidos graxos. Lipoxigenases e ciclooxigenases
sdo mediadores chaves do metabolismo de acido araquidénico. Foi demonstrado que algumas
dessas enzimas, notavelmente a ciclooxigenase 2 (COX-2) e a 12-lipoxigenase tem uma
importancia significativa no céncer. A via das lipoxigenases produz uma vasta gama de
eicosandides, incluindo HETE, lipotoxinas, leucotrienos e HODEs. A conversdo de acido
araquidénico em 12-HETE, promovida pela 12-lipoxigenase, tem um efeito estimulatorio nas
células tumorais elevando a expressdo e secrecdo de catepsina B e aumentando a invasdo e
migracdo de células tumorais (HONN et al, 1994). Em células de cancer de mama, a 12-
HETE aumenta a proliferacdo e invasdo por um mecanismo que envolve a indugdo da
secrecdo de colagenase (LIU et al, 1996). Foi demonstrado em modelos animais, que a 12-
lipoxigenase e seus metabdlitos aumentam a angiogénese no cancer de mama e no cancer de
préstata (CONNOLLY et al, 1998). A transfeccdo de células de adenocarcinoma de mama
MCF-7 com 12-lipoxigenase resultou na perda de dependéncia do estimulo por estrogeno e
aquisicdo de estimulo por acido linoléico e aumento do crescimento tumoral (LIU et al,
1996).

Foi reportado que a 15-lipoxigenase tem um efeito estimulatério em células de cancer
de prostata (KELAVKAR et al, 2001), e os ativadores da 5-lipoxigenase podem estimular a
invasdo e migracdo de células de tumor de mama, através da inducdo da producdo de
metaloproteases por essas células (TAYLOR et al, 2002). A 5-HETE, um metabdlito da 5-
lipoxigenase, pode estimular o crescimento de células de tumor de mama e os inibidores desta
enzima tém efeito oposto (AVIS et al, 2001). A inibicdo de 5-lipoxigenase pode reduzir a
proliferacdo de células malignas e uma inibicdo inespecifica de lipoxigenases, feita com acido
nordihidroguiarético, promove uma reducéo na adesao de células de tumor de mama a células
endoteliais (DAMTEW et al, 1997).

A via das ciclooxigenases do &cido araquiddnico produz eicosandides como PGE2,
PGF2, TXA2 e TXB2. Estudos mostraram que inibidores de COX-2 reduzem
significativamente o crescimento de tumores de mama (HOWE et al, 2002), e a inducdo da
expressdo de COX-2 pode induzir a transformagdo maligna (WOLFLE et al, 2000). Além

disso, também foi reportado que a transformacdo maligna em células mamaérias esta associada
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com aumento da transcricdo de COX-2 (SUBBARAMAIAH et al, 1996). Este aumento na
expressdo pode ser resultado de sinalizagdo APC/wnt (HOWE et al, 1999). Alguns estudos
analisaram células de tumor de mama humano e o tecido normal adjacente e observaram que
as celulas tumorais apresentavam niveis mais elevados de COX-2 do que o tecido adjacente
ao tumor (PARRET et al, 1997). A COX-2 também estd envolvida no processo de
angiogénese, pela influéncia que exerce na via do VEGF e PPARy (LIANG et al, 2001).
Estudos em humanos, analisando biopsias de mama e realizando acompanhamento das
pacientes ap6s a cirurgia, correlacionaram altos niveis de COX-2 e 5-LO com um pior
prognostico (JIANG et al, 2003).

1.6 Corpusculos lipidicos e cancer

Corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas ricas em lipidios formadas por um
centro de lipidio neutro cercado por uma monocamada de fosfolipidios com uma composicao
peculiar e exibindo uma diversa gama de proteinas associadas (BOZZA, MAGALHAES,
WELLER, 2009). Essa organela estd presente em varios tipos celulares como fungos,
bactérias, plantas e células de mamiferos (MURPHY, 2001). O mecanismo de formacdo exato
dos corpusculos lipidicos ainda ndo foi esclarecido completamente, porém ja foram propostos
diversos modelos hipotéticos. O modelo mais aceito, o do “brotamento”, propde que os
corpusculos lipidicos derivem da membrana do reticulo endoplasmético (RE) apds acumulo
de lipidios neutros entre as duas camadas da membrana do RE (MURPHY, 2001). Esta
hipbtese teve origem a partir de experimentos com microscopia de criofratura que mostraram
deposicdo de ADRP (Proteina Relacionada a diferenciagdo de Adip6citos) em contato
préximo com a membrana externa do RE.

A funcdo principal dos corpusculos lipidicos é o armazenamento de lipidios neutros e
0 estocagem de &cidos graxos e colesterol livre (MARTIN & PARTON, 2005). A presenca de
enzimas envolvidas no metabolismo do colesterol e na sintese de &cidos graxos permite que
lipidios estocados nessas organelas sejam hidrolisados e usados em seguida para B-oxidacéo,
modificacdo de proteinas, sintese de membranas e geracdo de moléculas de sinalizacdo (LIU
et al, 2004). Alguns autores sugerem que a estocagem de citocinas produzidas por neutrdfilos,
macrofagos, eosindfilos, basofilos e mastocitos pode ser uma das fungdes dos corpusculos
lipidicos (BANDEIRA-MELO & WELLER, 2005). Também ja foi proposto que 0s
corpusculos lipidicos possam servir como estoque de proteinas, mantendo-as inativas quando
ndo forem necessarias (WELTE, 2007).



Os corpusculos lipidicos sdo constitutivamente expressos em adipdcitos e estdo quase
ausentes na maioria da células que ndo tem como fungdo o armazenamento de lipidios. Apesar
disso, quantidades elevadas de corpusculos lipidicos tem sido observadas em condicGes
patoldgicas, em células inflamatorias e cancerosas, tanto em condi¢fes experimentais quanto
na clinica (BOZZA e VIOLA, 2010). Recentemente, muitos estudos tém investigado a
relevancia dos corpusculos lipidicos na inflamacdo e na tumorigénese. Ja foi demonstrado o
aumento de corplsculos em tamanho e ndmero promovido por infecgdes, inflamacdo e
neoplasia (MAYA-MONTEIRO et al, 2008). Esta se tornando cada vez mais evidente que 0s
corpusculos lipidicos sdo sitios especializados envolvidos na compartimentalizacdo e
amplificacdo da sintese de eicosandides. Os corpusculos lipidicos foram descritos como sitios
ricos em acido araquidénico (AA) (WELLER & DVORAK, 1985). Além disso, alguns
estudos verificaram uma correlacdo entre a biogénese de corpusculos lipidicos e a geracdo de
eicosanoides derivados de lipoxigenase (LO) e ciclooxigenase (COX), respectivamente
leucotrieno B4 (LTBa4) e prostaglandina E> (PGE2) (BOZZA et al, 1997; PACHECO et al,
2007).

1.7 Receptores Nucleares e cancer

Receptores nucleares (RN) sdo proteinas que atuam na regulacdo da transcrigdo de
genes alvos, como mediadores dos efeitos dos hormonios nas células. Eles agem como fatores
de transcricdo (FT) com as seguintes caracteristicas: respondem a uma grande diversidade de
sinais metabdlicos ou reguladores hormonais de maneira direta, por meio de associacgdo fisica
com 0s mesmos; integram diversas vias de sinalizacdo podendo ser, eles préprios, alvos de
modificacdo pds-traducional; e regulam também transducéo de sinal e a atividade de outras
cascatas de sinalizacdo (HODGKIN, 1999). Os RN sédo fundamentais para o desenvolvimento
embrionario, para a diferenciacdo, metabolismo e morte celular. O desequilibrio na
sinalizacdo dos RN pode promover doengas metabdlicas, reprodutivas e proliferativas como
diabetes, infertilidade e cancer (GRONEMEYER, 2004).

A superfamilia dos RN é composta por 49 genes que codificam 75 proteinas distintas
que possuem a funcdo de regular a transcricdo génica no interior do nudcleo celular
(BOOKOUT, 2006).

Em células tumorais, a disfuncdo na expressdo génica altera o equilibrio entre
oncogenes e genes supressores tumorais, permitindo alteracdo no estado de diferenciacdo

celular, evasdo da apoptose e surgimento de metastase. Desse modo, a inibicdo de FTs
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oncogénicos ou a ativacdo de FTs supressores tumorais, em principio, representariam uma
alternativa terapéutica bastante efetiva para o tratamento do cancer (GRIVAS et al, 2011). No
entanto FTs sdo notoriamente alvos ruins para drogas, com a notavel excecdo dos RNs, que
compreendem uma superfamilia de 48 FTs em humanos (EVANS, 2005), cujas acbes sao
tipicamente dependentes de pequenos ligantes lipofilicos para os quais agonistas ou
antagonistas ja estdo disponiveis ou podem ser sintetizados (CHEN, 2008). O fato de poderem
se ligar a drogas e estarem envolvidos em varias vias relevantes para o cancer, faz com que
RNs sejam importantes alvos para o tratamento do cancer. Além disso, a disfuncdo na
sinalizacdo de RNs exerce um papel central em diversos canceres comuns, sendo o cancer de
mama um exemplo tipico (CONZEN, 2008).

No cancer de mama, tem sido demonstrado que dois RNs, Receptor de estrogeno alfa
(ERa) e receptor de progesterona (PR) desempenham um papel central na carcinogénese € na
progressdo deste tumor. Ambos os receptores promovem proliferacdo e sobrevivéncia das
células tumorais em cerca de 60% a 70% de pacientes com esta patologia e sdo utilizados para
classificar o cancer de mama e no progndstico para resposta a medicamentos especificos
(HARVEY et al, 1999).

O ERa é um dos principais alvos na terapia contra o cancer de mama, através de
drogas que o inibem diretamente, como o tamoxifeno, ou através de inibidores de aromatase
que blogueiam a producéo de seu ligante estrogeno. Embora o estudo dos RNs no cancer de
mama esteja bastante limitado ao ERa e PR, pesquisas recentes revelaram a presenga e
potencial relevancia de diversos outros RNs que podem servir como marcadores para
diagndstico e novos alvos terapéuticos (HUA et al., 2009; NI et al., 2011). Entre os RNs que
tem sido mais bem estudados recentemente destaca-se o Receptor Ativado por Proliferador
Peroxissomal (PPAR).

1.8 PPAR — Receptor Ativado por Proliferador Peroxissomal

O PPAR (do inglés peroxisome proliferator-activated receptor) é bastante estudado
atualmente por sua associacdo a processos relacionados com metabolismo de lipideos,
obesidade, diabetes e resisténcia a insulina. O PPAR apresenta 3 isoformas diferentes, e
desempenha um papel central na sintese e catabolismo de lipideos, atuando essencialmente
como sensor de acidos graxos e seus metabolitos intermediarios (YU, 2007).

As isoformas do PPAR apresentam distribui¢do tecidual e fungdes distintas. O PPARa

é expresso principalmente no figado, porém também é encontrado no coracéo, nos rins, no
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tecido adiposo marrom, no musculo esquelético e no endotélio. O grupo de genes alvo do
PPARa ¢ relativamente homogéneo, e compreende genes associados ao processo de
catabolismo de lipideos como a oxidacdo (peroxissomos e mitocondrias), transcricdo de
fatores inflamatorios e transporte de acidos graxos pela membrana e transporte de
lipoproteinas (KERSTEN, 2000). Estes receptores tem como ligantes exdgenos de uso clinico
os fibratos, e como ligantes enddgenos acidos graxos livres (DESVERGNE,1999).

O PPARJS, também conhecido como B ou /3, ainda ndo tem seu papel bem
estabelecido e foi a ultima isoforma a ser conhecida. O PPARO tem uma distribuicado bem
variada, podendo ser encontrado no tecido muscular, hepatico, intestinal e adiposo. Apesar de
ser a forma menos estudada, sabe-se que ele esté relacionado a regulacdo de expressdo de
acetil-CoA sintetase 2 no cérebro, com atuacdo no metabolismo lipidico basico (RICOTE,
2007).

O PPARy ¢ a isoforma mais bem estudada. Esta isoforma é bastante expressa no
endotélio, em células hematopoiéticas, células beta, intestino e no tecido adiposo branco e
marrom (AKBIYIK, 2004). O PPARy esta ligado a conservagdo de energia e adipogénese,
atuando diretamente na diferenciacdo de adipocitos. A maior parte dos genes regulados por
esta isoforma é expressa no tecido adiposo, e influencia diretamente em vias lipogénicas
incluindo a da acetil-CoA, proteina lipase (LPL), adipocyte fatty acid binding protein (AP2) e
proteina transportadora de acidos graxos (FATp) (WILLSON, 2001). Seus ligantes end6genos
compreendem um derivado da prostaglandina D2 (PGD>), a 15-desoxi-A12,14 prostaglandina
J2 (15d-PGJ2), metabdlitos do acido linoleico e derivados das vias da 15 e 12/15 lipoxigenase
(HUANG et al, 1999). As tiazolidinas (TZDs), como rosiglitazona e pioglitazona, séo
consideradas como principais agonistas entre os compostos sintéticos. Os AINEs, em altas
concentragdes também podem servir como agonistas para este subtipo de receptor
(LEHMANN et al, 1997).

Diferente dos receptores de estrogénio ou glicocorticoides, 0s quais possuem um
pequeno numero de ligantes ao qual se ligam com alta afinidade, o receptor PPAR tém
grandes cavidades hidrofobicas que permitem a ligacdo de varias moléculas, porém com baixa
afinidade. Alguns estudos mostram que o sitio de ligacdo deste receptor € bem amplo,
permitindo a ligagdo de duas moléculas no mesmo bolso (ITOH et al, 2008).

A inflamacdo cronica é um fator de risco bem reconhecido para o desenvolvimento de
cancer humano, e a0 menos um terco de todos os canceres tém sido associados a inflamagéo
(MATKOWSKY]J, 2013). A ativacdo do PPARY possui efeito anti-inflamatdrio em virtude da
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modulacdo negativa do NF-xB, resultando na inibicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-8, e moléculas de adesdo como ICAM-1 (REMELS et al, 2009). Dessa
forma, o PPARy pode atuar como uma ligacéo entre metabolismo lipidico e a resposta imune,
por estimular alteracGes no perfil de mediadores inflamatdrios e citocinas produzidos pelas
células, a partir da sinalizacao de lipidios no ambiente (KOBAYASHI et al, 2005).

Orlando e colaboradores mostraram que a utilizacdo de agonistas de PPARy em
conjunto com inibidores de COX-2 e 5-LO € capaz de promover a reducdo de tumores de
mama em camundongos (ORLANDO et al, 2012). Alves e colaboradores sintetizaram
diversos compostos a partir do &cido anacardico, um lipideo fendlico do liquido da casca da
castanha de caju, e 0s caracterizaram como agonistas parciais de PPARy (ALVES, 2015).

Estes compostos serdo alvo de investigacdo do presente trabalho.

1.9 Acido Anacardico

O é&cido anacardico ¢ uma mistura de homdlogos do acido 2 - hidroxi - 6 -
alquilbenzdico, que sdo estruturalmente semelhantes ao acido salicilico e a aspirina
(SCHULTZ et al, 2010). O &4cido anacardico é comumente encontrado em plantas da familia
Anacardiaceae, e € um dos principais componentes do liquido da casca da castanha de caju
(LCC) (SCHULTZ et al, 2010).

Diversas propriedades farmacoldgicas do &cido anacardico foram descritas, tais como
atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante e antitumoral (HEMSHEKHAR et
al, 2011). A atividade anti-inflamatoria do acido anacérdico ocorre devido a regulacdo
negativa de p300. A atividade de p300 e pCAF é interrompida de maneira ndo competitiva
pelo &cido anacérdico e seus derivados, levando a inibicdo de histona acetiltransferase
(HEMSHEKHAR et al, 2011).

O é&cido anacéardico saturado é capaz de inibir a acetilacdo de p65 e de suprimir a
indugdo e ativacdo constitutiva de NF-kB, reduzindo assim a expressdo de genes NF-xB
dependentes. A ativacdo de NF-«kB por carcindgenos e estimulos inflamatdrios também pode
ser inibida pelo &cido anacéardico através da inibicdo da ativacdo de IKK, fosforilagdo e
degradagao de IkBa e fosforilagao de p65 (SUNG et al, 2008).

Foi demonstrado por Sung e colaboradores que o &cido anacardico pode potencializar
a apoptose induzida por TNF e agentes quimioterapicos, sugerindo assim um potencial
antitumoral (SUNG et al, 2008).

13



1.10 Justificativa

A alta prevaléncia do cancer de mama, bem como o grande impacto que ele causa na
vida dos pacientes, caracterizam a importancia que esta doenga apresenta. Os principais
tratamentos quimioterdpicos antineoplasicos empregados atualmente sdo bastante toxicos e
causam reacgdes adversas sérias. Assim, é importante a realizacdo novos estudos visando o
desenvolvimento de novos farmacos que tragam um maior beneficio aos pacientes com
menores efeitos colaterais. Além disso, a influéncia do metabolismo de lipidios no cancer é
pouco conhecida, e os trabalhos que abordam este tema sdo raros. Portanto, considerando a
grande influéncia que os ligantes de receptores nucleares possuem no controle da progressao
de tumores, a descoberta e caracterizagdo funcional de novas drogas agonistas de PPARy em
células de cancer de mama se torna importante, uma vez que pode auxiliar na descoberta de
alternativas terapéuticas para o tratamento do carcinoma mamario.

Estudos que tratam do metabolismo lipidico em células tumorais podem levar a um
melhor entendimento do papel de ligantes de receptores nucleares contra tumores. Sendo
assim, esse projeto propde a identificacdo e caracterizacdo de novos agonistas parciais de
PPARYy, bem como a investigacdo dos mecanismos celulares e moleculares pelos quais eles
agem sobre células do cancer de mama. Espera-se que seja possivel um maior entendimento
acerca das funcgdes dos ligantes sintéticos de PPARY, de forma a elucidar o seu papel e os

mecanismos celulares e moleculares envolvidos na tumorigénese.

1.11 Objetivo

Objetivo geral

Investigar a atividade bioldgica de drogas sintéticas derivadas do acido anacardico
sobre células de tumor de mama invasivo e ndo invasivo.

Objetivos Especificos

Em células de cancer de mama tratadas ou ndo com derivados do &cido anacardico:

e Investigar a atividade citotoxica das drogas;

e Analisar a viabilidade, proliferacdo, migracéo e ciclo celular;

e Analisar a expressao do mediador inflamatdrio 5-LO e a biogénese de corpusculos

lipidicos;
e Investigar a producgdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio;
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e \frificar a translocacdo de NFKB para o nucleo;
e Analisar a expressdo de PPARy celular;

e Caracterizar a ancoragem molecular (Docking) das drogas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e equipamentos

Para a manutencdo da cultura de células MCF-7 foi utilizado meio DMEM, SFB,
Tripsina 0.25% em EDTA, todos da empresa GIBCO — Life Technologies Carlsbad, CA,
EUA. Para manutencdo de cultura de células MDA MB-231 foi utilizado meio Leibovitz L-15
da empresa Invitrogen.

As drogas foram sintetizadas no laboratério de Quimica da UnB (LADETER), e
cedidas pelo prof. Luiz Romeiro.

Na analise de viabilidade foi utilizado MTT do fabricante Sigma- Aldrich, St.Louis,
MO, EUA.

Os anticorpos primarios utilizados foram anti PPARy e anti NFkB p65 da marca Santa
cruz Biotechnology, Inc.

O anticorpo secundario utilizado foi IgG de cabra anti coelho — Alexa Fluor 546
(A11010) da Invitrogen — Life Technologies Carlsbad, CA, EUA. Como marcador
fluorescente para o nucleo utilizou-se DAPI, da Sigma- Aldrich, St.Louis, MO, EUA.

Os reagentes utilizados ao longo do trabalho foram: lodeto de Propideo da Molecular
Probes — Life Technologies Carlsbad, CA, EUA; RNAse livre de DNAse, Anexina-V
conjugada a FITC e CellTrace® CFSE Cell Proliferation kit, todos da Invitrogen — Life
Technologies Carlsbad, CA, EUA; Colchicina e cristal violeta da Sigma- Aldrich, St.Louis,
MO, EUA. Para leitura de absorbancia do MTT , foi utilizado o equipamento Spectramax M3
e os dados foram analisados no programa SoftMax Pro 5.2, ambos da Molecular Devices,
LLC, EUA.

2.2 Cultivo Celular

Para testar o efeito das drogas em tumor de mama néo invasivo, células MCF-7, de

adenocarcinoma mamario, foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
Soro fetal Bovino (SFB), com 100 U.l /mL de penicilina e 100 pg/ml estreptomicina e
mantidas em estufa umida a 37°C e 5% de CO.. Para testar o efeito das drogas em tumor de
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mama invasivo, células MDA MB-231 foram cultivadas em meio Leibovitz L15,
suplementado com 10% de Soro fetal Bovino (SFB), com 100 U.I /mL de penicilina e 100
png/ml de estreptomicina e mantidas em estufa imida a 37°C.

Para testar o efeito das drogas em células ndo tumorais, foram utilizadas a linhagem
MCF- 10 e células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Para MCF-10, o meio usado
foi o HAM’S F12 suplementado com 5% de soro fetal equino, 1% de antibidtico,
hidrocortisona (0,5 pg/ml), insulina (10 ng/ml) e fator de crescimento (20 ng/ml). Para o
cultivo de PBMCs foi utilizado o meio RPMI 1640, suplementados com 10% de SFB e 100
U.l /mL de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina. Ambos os tipos celulares foram
mantidos em estufa umidificada contendo 5% de CO2 a 37°C.

2.3 Viabilidade celular

2.3.1MTT

A viabilidade celular foi acessada pela producédo de cristais apos a adi¢do do reagente
MTT & cultura. No ensaio, 1x10* células foram plaqueadas em placa de 96 pogos. Apds 0s
estimulos de 24h e 48h, o sobrenadante foi substituido por solu¢do de MTT 0,5mg/ml, diluido
em meio de cultura DMEM, e foi feita incubagdo por 4h na estufa a 37°C. O sobrenadante foi
descartado e os sais de formazan foram diluidos com 100ul de DMSO. A leitura da
absorbancia foi realizada no comprimento de onda de 570nm. Para os célculos de viabilidade,
a absorbancia do grupo estimulado apenas com o veiculo da drogas foi considerado como
100% de viabilidade e os outros grupos tiveram sua viabilidade calculada de forma

proporcional.

2.3.2 Morte Celular

O tipo de morte celular promovido ap6s estimulo com as drogas foi avaliado através
de marcagdo com Anexina-V e lodeto de Propideo (PI). Foram plaqueadas 2x10° células por
poco em placa de 24 pocos. Depois dos tratamentos com as drogas, as células foram coletadas
junto com os sobrenadantes para que as células mortas presentes no sobrenadante ndo fossem

descartadas. Apos lavagem com PBS, as células foram ressuspendidas em 100ul de tampéo de
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ligagdo de Anexina 1x (TLA) (HEPES10mM; NaCl 140mM CaClz 2,5mM — ph 7.4) e 5ul de
Anexina- V- FITC e incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente ao abrigo de luz. Em
seguida foram adicionados 400 ul de TLA 1x contendo Pl em uma concentracdo final de 2
ug/ml ¢ as amostras foram incubadas por 5 minutos a 4° C. Depois disso, as células foram
lavadas uma vez com TLA 1x, transportadas até o citbmetro em recipiente com gelo, e lidas
em citdbmetro de fluxo imediatamente. Foram adquiridos 10.000 eventos analisados pelas
fluorescéncias nos canais FL1H e FL2H em escala logaritmica. Como controle experimental,
foi induzida apoptose atraves do tratamento das células com 1 mM de Monastrol, e as células

necroticas foram obtidas com o aquecimento da amostra a 65°C por 15 minutos.

2.4 Analise do ciclo celular com lodeto de Propideo

Para analisar o ciclo celular, o conteido de DNA celular da populacdo foi acessado
através de marcacdo com lodeto de Propideo (PI). Esse marcador € um anelante de DNA,
assim a quantidade de marcacgdo presente na célula é proporcional a quantidade de DNA que a
célula possui. Desse modo, em analise por citometria de fluxo, € possivel quantificar as
populacdes que possuem 2n de DNA, populacdes em GO/G1; com 4n de DNA, populacdes
em G2/M; e as intermedidrias, que estdo na fase S. Ainda aquelas células cujo DNA esta
fragmentado apresentam uma quantificacdo de fluorescéncia abaixo do pico G0/G1, sendo
entdo chamadas de pico sub-G1.

Logo com a fluorescéncia de PI, foi feita andlise do ciclo celular e do nivel de
fragmentacdo nuclear pela quantificacdo da populacdo sub-G1. Para isso foram plaqueadas
1x10° células por pogo em uma placa de 24 pogos, em 500ul de meio de cultivo e realizados
os devidos tratamentos.

Com a coleta das células e seus sobrenadantes em tubos eppendorfs de 1.5 ml, essas
foram centrifugadas por 5 minutos a 300g. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 100 pl de PBS. Foi adicionado 900 ul de etanol 70% gelado em cada tubo.
As amostras foram mantidas a 4° C por 2h. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a
5000 r.p.m por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1ml de PBS. Ap0s
segunda centrifugacdo, as amostras foram ressuspendidas em solucdo contendo 0,1% de
Triton X-100, 100ug/ml de Pl e 50 pg/ml de RNAse livre de DNAse em PBS, e mantidas a

37° C por 10 min protegidas de luz. Os tubos foram entdo centrifugados nas mesmas
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condicBes anteriores, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em PBS para
aquisicéo.

Ap0s a aquisicdo em citdmetro de fluxo de 10.000 eventos totais no canal FL-2A em
escala linear, as amostras foram analisadas em um grafico de FL2-A por FL2-W para a
exclusdo de eventos em doublets. O pico sub-G1 foi analisado por meio da marcagdo de
regides e o ciclo celular acessado apenas na populacdo de células vivas, em plataforma do

préprio programa.

2.5 Proliferacdo Celular

Na andlise de proliferacdo das células, estas foram marcadas com o marcador CFSE,
seguindo as recomendacdes do fabricante. Este marcador entra passivamente nas células
viaveis e, depois de ser clivado por esterases citoplasmaticas se torna fluorescente. Assim, a
cada divisdo a célula divide seu conteudo fluorescente com a célula-filha, de maneira que a
cada geracdo ha metade da fluorescéncia de geracdo anterior. Dessa forma é possivel
acompanhar a taxa de proliferacdo de células em cultura.

Para o ensaio, foram plaqueadas 2x10° células por pogo em uma placa de 24 pogos.
Ap6s adesdo das células a placa, estas foram marcadas com solug¢ao contendo 10uM de CFSE
diluido em meio de cultura por 10 min a 37°C. Apos esse periodo, a solucdo de CFSE foi
substituida por meio de cultivo. Durante toda a cultura as células foram mantidas no escuro.

Como controle para células que nédo realizaram divisdo, foi utilizado um tratamento
com 10uM de colchicina.

Apo6s o tempo de estimulo com as drogas (24h, 48h e 72h), as células foram removidas
da placa, lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas. A leitura foi feita em citdmetro de
fluxo no canal FL1H com escala logaritmica, e foram adquiridos um total de 20.000 eventos
por amostra.

Os dados foram analisados no software FlowJo, com a sobreposi¢do da curva das

células parentais tratadas com colchicina e das curvas das amostras de teste das drogas.

2.6 Imunofluorescéncia

Para analise da expressio de PPARy, e 5LO, bem como a determinacdo de sua
localizacdo celular por microscopia de fluorescéncia confocal, foram plaqueadas 5x10*

células em placas de 24 pogos, contendo laminulas em seu interior. Apds os tempos de
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estimulo, as células foram fixadas em formaldeido 3,7% em temperatura ambiente por 15
minutos. Depois de 3 lavagens com PBS, foi utilizado 0,2% de Triton x-100 em PBS durante
20 minutos a temperatura ambiente para permeabilizar as células. Em seguida as células
foram lavadas com PBS, e apds isso foi adicionada solucdo de bloqueio (1% leite em po
desnatado, 2,5% BSA, 8% SFB em PBS) por 20 minutos em temperatura ambiente.

PPARy foi marcado com anticorpo anti- PPARy em dilui¢do 1:200 e 5Sug/ml de
anticorpo secundario Alexa Fluor 546. 5LO foi marcado com anticorpo anti-5LO em
diluicd01:200 e 5ug/ml de anticorpo secundario Alexa Fluor 546. Para marcacdo do nucleo
celular foi utilizado DAPI na concentragéo final de 300nM. A montagem das laminas foi feita

com meio de montagem anti-decaimento da fluorescéncia.

2.7 Andlise da biogénese de corpusculos lipidicos

Para quantificacdo de corpusculos lipidicos no citdmetro de fluxo, foram plagueadas
5x10* células em placas de 24 pocos. As células foram tratadas com 10uM as drogas LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle.
Apos o tratamento as células foram lavadas com PBS e marcadas com a sonda Bodipy (Life
Technologies) na diluicdo 1/300 em temperatura ambiente por 30 minutos. A anélise foi
realizada no citdmetro FACSVerse (BD Biosciences). Os histogramas e médias de

intensidade de fluorescéncia foram feitos com auxilio do software FlowJo (Tree Star Inc.).

2.8 Migracado Celular — Wound Healing

O ensaio de wound healing é muito utilizado para o estudo das caracteristicas da
migracao celular. Assim, este experimento foi realizado com objetivo de analisar o efeito das
drogas na migracdo da linhagem celular MDA-MB-231. Para a realizacdo do experimento as
celulas foram tripsinizadas, contadas e adicionadas em placas de 24 pogos com laminulas.
Foram adicionadas 1x10° células em cada pogo. Ao alcancarem confluéncia foi feita a ferida
(risca) utilizando ponteiras de 20uL. Os pogos foram lavados com PBS 1x, e em seguida foi
acrescentado meio de cultura. Posteriormente, foi acrescentado 10uM de cada droga (LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT 383). No poco do controle foi acrescentado apenas meio de cultura.

As células foram fotografadas nos tempos de 0 e 48 horas. A analise dos resultados foi feita
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com auxilio do software Image J, a partir da medida da area do risco utlizando a férmula (A
inicial — A final) /(A inicia) X 100 = porcentagem de fechamento da ferida.

2.9 Ensaio Clonogénico (Clonogenic Assay)

O ensaio clonogénico é um ensaio de sobrevivéncia celular baseado na habilidade de
uma unica célula de crescer e formar uma colonia. Para a realizacdo do experimento as células
foram tripsinizadas, contadas, e em seguida foram adicionadas 150 células por poc¢o, em uma
placa de 6 pogos. Posteriormente, para determinar os efeitos das drogas a longo prazo, as
células foram estimuladas e permaneceram com o estimulo por 48 horas. Apds este periodo 0
meio de cultura foi substituido por meio fresco sem estimulo, e esta substituicao foi repetida a
cada trés dias até completar 14 dias de incubacdo. Depois disso, as células foram fixadas com
solucéo de metanol e acetona 1:1, lavadas com PBS 1x uma vez e coradas com cristal violeta
0.5 % overnight. Finalmente, foi feita contagem manual de colonias. Foram feitos 3
experimentos independentes e o resultado da contagem foi inserido no software Graph Pad

Prism 5.0 para andlise estatistica.

2.10 Analise da expressio de NFkB

Para a analise da expressdo de NF«kB, as células foram permeabilizadas com
Triton X100 (Sigma-Aldrich) 0,2% por 20 minutos, blogueadas com solu¢do de PBS com 2%
de BSA por 30 minutos, incubadas com anticorpo primario na concentracdo de 1/300 durante
aproximadamente 16h e posteriormente com o anticorpo secundéario anti-rabbit Alexa 546
(Life Technologies) porlh. O nucleo foi visualizado através de marcacdo com DAPI (Life
Technologies) na concentracdo de 1/5000. As laminas foram montadas em meio anti-fadding
Prolong (Life Technologies) e as imagens foram obtidas no Microscdpio Leica com aumento
de 63x.

2.11 Analise da producdo de ROS

Para analise da producgdo de ROS foram plaqueadas 5x10* células em placas de 24

pogos. As celulas foram estimuladas por 3 horas e em seguida foi realizada marcagdo com a
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sonda 2’7’ Diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DFC-DA) que é permeavel a membrana
celular. A sonda ndo é fluorescente, porém na presenca de ROS, o DFC-DA é oxidado no
interior da célula e produz um composto fluorescente, a 2°7° — diclofluoresceina (DFC), que
permanece no interior da célula.

Apo6s o periodo de tratamento as células foram analisadas no citdbmetro de fluxo
FACSVerse, no canal FL1 em escala logaritmica. Foram adquiridos 10.000 eventos de cada
amostra. A analise dos dados foi realizada no software FlowJo com a sobreposi¢do das curvas

do controle ndo tratado e das amostras estimuladas com as drogas.

2.12 Analise da expressio de PPARYy

Foi realizada extracdo de proteinas de células MDA MB-231 submetidas ao
tratamento com 10uM as drogas LDT11, LDT13, LDT380, LDT383 e Rosiglitazona por 24h.
Cerca de 20ug da suspensdo protéica de cada amostra foi submetida a eletroforese em SDS-
PAGE (em gel com gradiente de acrilamida 4-12%) e transferida para uma membrana de
nitrocelulose em tampdo de transferéncia (100ml de 25mM Tris, 192mMglicina ph
aproximadamente 8 quando dissolvidos em 80mL de H.O MiliQ e 20mL de metanol). A
transferéncia foi feita a 15 Volts por 45 minutos em sistema semi-seco (Trans-Blot Semi
Dry). Apos a transferéncia, a membrana foi incubada por 1h com solugdo bloqueadora de leite
desnatado 5% em TBST (50mM Tris, pH 7.4, 150mM NaCl, 0.05% Tween 20).
Posteriormente, a membrana foi lavada com TBST, e incubada por apoximadamente 16h com
0 anticorpo primario anti-PPARgamma (Santa Cruz Tech.) diluicdo 1:500, como controle de
carregamento, foi utilizado o anticorpo monoclonal anti- B-actina (Sigma-Aldrich) na
concentracdo 1: 50.000. Apds esse tempo, as membranas foram lavadas com TBST, e as
proteinas de interesse foram entdo identificadas pela incubacdo da membrana com anticorpos
secundarios anti-coelho e anti-camundongo (GE Life Sciences), conjugado a peroxidase
(HRP) diluidos na hora do uso na concentracdo de 1: 5.000. Todos os anticorpos primarios
foram diluidos em solucéo de bloqueio, enquanto os secundarios foram diluidos em TBST. A
deteccdo foi feita através da utilizacdo do kit ECL Prime Detection Reagent (GE Life
Sciences) e a membrana reveladano ImageQuant LAS 4000 (GE Life Sciences). A
quantificacdo das bandas foi realizada utilizando o software ImageJ.
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2.13 Analise da producéo de NO
Para analise da producdo de NO foram plaqueadas 5x10* células em placas de 24
pocos. As células foram estimuladas por 24 horas com LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383, e

em seguida foi coletado o sobrenadante. Os sobrenadantes foram analisados quanto a

producdo de nitrito pela reacdo de Griess, como uma medida da producdo de 6xido nitrico.
Para medir a producdo de nitrito, aliquotas de 100puL das amostras a serem dosadas foram
incubadas com 100uL dos reagentes (50uL da solucdo de sulfanilamida 1% e 50uL de
solucdo de N-naphthyletilenediamine dihydrochloride 0,1% em 2,5% de H3PO.) a

temperatura ambiente por 10 minutos. A leitura foi realizada no SpectraMax em 570nm.

2.14 Anélise de ancoragem molecular (Docking)

O docking foi realizado por nossos colaboradores do Laboratério de Biofisica da UnB.
O programa utilizado para o docking foi o AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010). Antes
da corrida do docking, tanto a proteina PPARy quanto o ligante foram preparados para a
corrida com o auxilio da ferramenta MGLTools. Primeiramente foi realizada a preparacéo da
proteina utilizada, através da retirada todas as moléculas de agua da estrutura e adicdo de
hidrogénios. Além disso, foi selecionada a &rea onde seria feita a procura (grid box), a regido
de interacdo do ligante. Para a preparacdo dos ligantes, foi necessario determinar as ligaces
que sdo passiveis de sofrerem torsdo. Em adicdo a isso, a carga dos ligantes foi detectada, e
tdambem cada atomo presente na molécula foi classificado. Os ligantes utilizados para o
dockings foram os compostos LDT11, LDT13, LDT15, LDT29, LDT380 e LDT383 (tabela 1)

Dois tipos de ensaios de dockings foram feitos, primeiramente, foram realizados
experimentos com o programa Autodock com a proteina rigida, ou seja, somente o ligante
teve possibilidade de fazer a rotacdo dos angulos torcionais entre seus atomos. O segundo
tipo, por sua vez, permitiu a flexibilidade de algumas cadeias laterais de alguns aminoacidos
da proteina (sendo esses aminoécidos o0s principais dentro do sitio ativo para o
reconhecimento do ligante).

Devido ao fato da fenda onde se localiza o sitio ativo desta proteina ser bem grande €
possivel observar na literatura dois, e até trés ligantes, interagindo em posicdes diferentes.
Foram realizados ensaios de dockings ocupando duas posi¢des no sitio ativo (regido de
interacdo proximo a ARG288 e proximo a TYR473). Essas posi¢Oes serdo ocupadas com o
ligante 9-(S)-HODE que foi cristalizado com a proteina PPARy (2VSR) (ITOH et al., 2008)
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Para ambos os ensaios de docking foram realizados experimentos com uma

exhaustiveness fixa para cada tipo de docking, 256 para docking com a proteina rigida e 128

para 0 tipo onde as cadeias laterais dos principais residuos aminoacidos responsaveis pela

interacdo se encontram flexiveis. Os experimentos de docking foram realizados em duplicata.

Amostra

Estrutura

Massa Molar

LDT11

LDT13

LDT15

LDT29

LDT380

LDT383

Tabela 1 — Estrutura e massa molar dos compostos derivados do acido anacardico
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3. Resultados

3.1 Triagem dos compostos

3.1.1 Derivados do acido anacardico induzem reducdo da viabilidade celular em MCE-7
e MDA-MB-231

Como ainda ndo existem relatos dos efeitos dos compostos LDT em células de
adenocarcinoma mamario, primeiramente se investigou se estes compostos afetariam a
viabilidade das células MCF-7 e MDA-MB-231. Para isso foi utilizado o ensaio de MTT. O
ensaio de MTT analisa quantitativamente a reducdo do sal de tetrazolium (MTT) pelo
complexo enzimatico piruvato desidrogenase presente nas mitocdndrias com a formacéo de
um produto final de cristais de formazan que sdo mensurados em espectrofotdmetro a 570nm.

Esse ensaio é usado especificamente para a funcionalidade mitocondrial e viabilidade celular.

Inicialmente foi realizada uma triagem com os compostos LDT13, LDT15 e LDT 29.
As células foram estimuladas com 100 nM, 1 uM ¢ 10 uM e o ensaio de MTT foi realizado
apos 24h e 48h.

A linhagem celular MCF-7, quando tratada com 10uM de LDT 13, apresentou uma
reducdo estatisticamente significativa da viabilidade celular em relagdo ao grupo controle
(células ndo tratadas) ap6s 24h de estimulo com o composto (figura 4A). Apdés 48h de
tratamento, os trés compostos causaram reducdo estatisticamente significativa na viabilidade
de células MCF-7, quando foi utilizada a concentracdo de 1 uM, porém apenas o LDT13
diminuiu de forma significativa a viabilidade das células quando a concentracdo utilizada foi
10 uM (figura 4B). Nao ocorreram alteragdes significativas quando as células foram tratadas

com 100nM dos compostos.

Na linhagem celular MDA-MB-231, houve reducdo estatisticamente significativa na
viabilidade apds 24h de tratamento com 1 uM e 10 uM de LDT13 em relagdo ao grupo
controle (figura 5A). Quando as células foram tratadas com 10uM de cada composto por 48h,
0s trés compostos testados (LDT13, LDT15 e LDT29) promoveram reducgdo estatisticamente
significativa da viabilidade celular de MDA-MB-231 quando comparados ao controle néo
estimulado. Apds o tratamento com 1 uM de cada composto por 48h, somente o LDT 13
reduziu de forma significativa a viabilidade celular (figura 5B). A concentracédo de 100nM

ndo promoveu reducéo significativa na viabilidade celular.
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Figura 04 — Comparacéo das medias de viabilidade de MCF-7. (A) Células MCF7 expostas a 100 nM, 1 uM
e 10 uM de LDT13, LDT15 e LDT29 por 24h. (B) Células MCF7 expostas a 100nM, 1 uM e 10 uM de LDT13,
LDT15 e LDT29 por 48h. Gréficos representativos de trés repeticdes experimentais. O asterisco indica diferenca
significativa de viabilidade entre as células tratadas com as drogas e células ndo tratadas (controle) pelo teste
one-way ANOVA (*) P< 0.05.
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tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA (*) P< 0.05.
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3.1.2 Derivados do acido anacardico ndo induzem reducdo da viabilidade celular em
MCFE-10 e PBMC

Apbs verificar que os compostos LDT 13, LDT15 e LDT 29 afetam a viabilidade
células tumorais, se investigou o efeito destes compostos na viabilidade de células nédo
tumorais. Para isso foi realizado o ensaio de MTT em células MCF-10 e células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) apds o estimulo com 10 uM de cada composto
por 24h e 48h. Nenhum dos compostos testados afetou de forma significativa a viabilidade
das células MCF-10 (figura 6) e de PBMCs (figura 7).
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Figura 06 — Comparacéo das médias de viabilidade de MCF-10. (A) Células MCF-10 expostas a 10 uM de
LDT13, LDT15 e LDT29 por 24h. (B) Células MCF-10 expostas a 10 uM de LDT13, LDT15 e LDT29 por 48h.
Gréficos representativos de trés repetices experimentais.
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Figura 07 — Comparacao das médias de viabilidade de PBMC. (A) Células mononucleares do sangue
periférico expostas a 10 uM de LDT13, LDT15 e LDT29 por 24h. (B) Células mononucleares do sangue
periférico expostas a 10 UM de LDT13, LDT15 e LDT29 por 48h. Gréaficos representativos de trés repeticdes
experimentais.

26



3.1.3 Derivados do acido anacardico induzem reducdo na proliferacdo celular em MCF-
7 e MDA-MB-231

Uma vez verificada a alteracdo na viabilidade de células tumorais de mama promovida
pelos compostos, e a auséncia de alteracfes significativas na viabilidade de células ndo
tumorais, foi feita a anélise de outro parametro importante que é a proliferacdo celular. Para
isso foram realizados o ensaio clonogénico e marcacdo com CFSE. Para a analise da
proliferacdo pelo marcador CFSE, células MCF-7 foram estimuladas com 10 uM LDT13,
LDT15 e LDT29 por 48h. Foram utilizadas células ndo tratadas como controle positivo para
divisdo, e células tratadas com 10uM de colchicina como controle negativo. A colchicina é
um composto que para a divisdo das células durante a metafase e, quando usada em ensaios
com CFSE, nos possibilita observar a intensidade da fluorescéncia produzida caso as células

n&o houvessem se dividido em cultura, sendo o pico de fluorescéncia inicial.

O grafico de proliferacdo celular da MCF-7 mostra uma reducdo na proliferacdo das
células tratadas com LDT13 e LDT29, enquanto as células tratadas com LDT 15 se

apresentam semelhantes ao controle ndo tratado (figura 8).
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Figura 08 - Padr6es de proliferacdo de células MCF-7 sob o estimulo de 10uM dos compostos LDT13,
LDT15, LDT29 e colchicina. Células MCF-7 tratadas com os compostos LDT13, LDT15 e LDT29 por 48h
seguida de marcacdo com CFSE. Nos histogramas o controle (células ndo tratadas) em cinza, e estimuladas com
0s respectivos tratamentos em vermelho. Imagem representativa de trés experimentos.
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Ap0s observar o efeito dos compostos na proliferacéo celular, o ensaio clonogénico foi
realizado para investigar o efeito das drogas no potencial de formar col6nias das células
MCF-7 e MDA-MB-231. O ensaio clonogénico é um ensaio in vitro de sobrevivéncia celular
baseado na habilidade de uma Unica célula de se dividir e formar uma coldnia ap6s um

estimulo.

Todos os compostos promoveram reducdo significativa na formacdo de colbnias tanto
de MCF-7 quanto de MDA-MB-231, e 0 composto que causou a reducdo mais acentuada nas
duas linhagens foi o LDT 13 (figura 9).
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Figura 09 - Ensaio Clonogénico. (A) Imagem representativa da placa. (B) Gréfico de barras mostrando a
quantificacdo das colénias de MDA-MB-231. (C) Grafico de barras mostrando a quantificacdo das col6nias de
MCF-7. As células foram expostas a 10 UM de LDT13, LDT15 e LDT29 por 48h e em seguida meio sem 0s
compostos foi adicionado e substituido por meio fresco a cada 3 dias por 14 dias. Ap6s esse periodo as colénias
foram coradas com cristal violeta e contadas. Gréficos representativos de trés repeticdes experimentais. O
asterisco indica diferenga significativa no nimero de coldnias entre as células tratadas com as drogas e células
ndo tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA (**) P< 0.01.
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Ap0s observar os resultados da triagem inicial das drogas, composta pelos ensaios de
viabilidade e proliferacdo, decidiu-se continuar as analises com o composto que apresentou 0s
melhores resultados (LDT13), e incluir novas drogas semelhantes a este composto nas
analises que seriam feitas posteriormente. Quando o LDT13 é metabolizado, ele d& origem ao
composto LDT11. Por este motivo resolveu-se investigar os efeitos do LDT11 em células de
tumor de mama, e adicionar também o LDT380 (isbmero do LDT11) e o LDT383 (isbmero

do LDT13) nas analises feitas ap0s a triagem inicial dos compostos.

3.2 Anélise dos compostos da série LDT13

3.2.1 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 induzem reducdo da viabilidade
celular em MDA-MB-231

Quantificou-se inicialmente a viabilidade de células de adenocarcinoma mamario
invasivo por meio de MTT na presenca dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383
em diferentes concentragfes. A concentracdo mais alta utilizada foi de 20 uM, e a partir dessa
concentracdo foram feitas 7 dilui¢cbes que reduziam em 50% a concentracdo inicial dos

compostos.

Com excecdo do composto LDT380 nas concentracbes 312nM e 156nM, todos o0s
outros compostos em todas as concentragdes testadas foram capazes de reduzir a viabilidade
celular de MDA-MB-231 de maneira significativa quando comparado com o controle de
células ndo tratadas (figura 10). O composto que reduziu a viabilidade celular de forma mais
acentuada foi o LDT13, e as concentracdes de 2.5uM e 1.25uM deste composto foram as
mais efetivas na reducdo da viabilidade das células (figura 10B). Apesar de ter sido possivel
observar reducdo significativa na viabilidade celular, esta reducdo ndo foi dose dependente. A
relacdo dose-efeito observada ap6s o tratamento das células com os compostos LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT383 foi ndo linear.

Foi realizado o ensaio de MTT em PBMCs para avaliar o efeito dos compostos em

células ndo tumorais, e ndo houve alteracdo significativa na viabilidade de células tratadas
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com 0s compostos supracitados quando comparadas com o controle de células que néo
receberam estimulo.
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Figura 10 - Reducdo na viabilidade celular de MDA-MB-231 pela estimulacdo com LDT11, LDT13,
LDT380, LDT383. (A) Células MDA-MB-231 expostas a 10 uM de LDT11 por 48h. (B) Células MDA-MB-
231 expostas a 10 uM de LDT13 por 48h. (C) Células MDA-MB-231 expostas a 10 uM de LDT380 por 48h.
(D) Células MDA-MB-231 expostas a 10 uM de LDT383 por 48h. A porcentagem de viabilidade foi calculada
considerando células ndo estimuladas como 100% de viabilidade. Gréficos representativos de trés repeticfes
experimentais. O asterisco indica diferenca significativa de viabilidade entre as células tratadas com as drogas e
células ndo tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA com pos teste Dunnett (*) P< 0.05. (**) P< 0.01.

3.2.2 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 promovem reducdo na
proliferacdo celular em MDA-MB-231

Uma vez verificada a alteracdo na viabilidade celular promovida pelos compostos, foi
feito o ensaio clonogénico para investigar o efeito dos compostos na proliferacdo de células
de adenocarcinoma de mama invasivo. Células MDA-MB-231 foram expostas a 10 uM de
LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 48h e em seguida meio sem 0s compostos foi
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adicionado e substituido por meio fresco a cada 3 dias por 14 dias. Apds este periodo foi
possivel observar um crescimento de col6nias significativamente reduzido nas células tratadas
com LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 quando comparadas com o controle ndo tratado.
Dentre os tratamentos, o que promoveu a reducdo mais acentuada foi o LDT13. O controle
apresentou um namero médio de 79,6 colbnias + 6,8, enquanto o tratamento com LDT13 fez
com que este nimero médio de colbnias caisse para 9,6 £ 7,2. As células tratadas com LDT11
formaram em média 40,3 colbnias + 1,5 e as células tratadas com LDT380 e LDT 383

formaram um naimero médio de 44 + 22 e 54 £ 6, 2 respectivamente.
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Figura 11 - Ensaio Clonogénico. (A) Imagem representativa da placa. (B) Grafico de barras mostrando a
guantificacdo das coldnias de MDA-MB-231. As células foram expostas a 10 uM de LDT11, LDT13, LDT380 ¢
LDT383 por 48h e em seguida meio sem 0s compostos foi adicionado e substituido por meio fresco a cada 3 dias
por 14 dias. Apos esse periodo as coldnias foram coradas com cristal violeta e contadas. Graficos representativos
de trés repetices experimentais. O asterisco indica diferenca significativa de viabilidade entre as células tratadas
com as drogas e células ndo tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA (*) P< 0.05.
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3.2.3 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 promovem alteracdo na
morfologia de células MDA-MB-231

Para investigar o efeito dos compostos LDT11, LDT13 e seus respectivos isomeros na
morfologia de células de adenocarcinoma de mama invasivo, células MDA-MB-231 foram
estimuladas com 10 pM dos compostos citados anteriormente. Foram feitas imagens no

microscopio Zeiss Axiophot de fase invertida 24h e 48h apds o tratamento.

Foi possivel observar alteragdes morfoldgicas, tais como arredondamento das células,
reducdo no tamanho e células ndo aderidas. Essas alteragdes foram mais evidentes nas células
estimuladas com LDT11 e LDT13 (figura 12)
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Figura 12 — Imagem de microscopia de contraste de fase de células MDA-MB-231. As células
foram expostas a 10 uM de LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h e 48h. Apos este periodo foram feitas
imagens no microscdpio Zeiss Axiophot de fase invertida com aumento de 5x. (A) Células ndo tratadas apds
24h. (B) Células tratadas com LDT11 por 24h. (C) Células tratadas com LDT13 por 24h. (D) Células tratadas
com LDT380 por 24h. (E) Células tratadas com LDT383 por 24h. (F) Células ndo tratadas apds 48h. (G) Células
tratadas com LDT11 por 48h. (H) Células tratadas com LDT13 por 48h. (I) Células tratadas com LDT380 por
48h. (J) Células tratadas com LDT13 por 48h. (I) Células tratadas com LDT383 por 48h.
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3.2.4 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 induzem apoptose em MDA-
MB-231

Por ser um evento precoce no desencadeamento da morte celular, a exposicdo de
fosfatidilserina, indicada com Anexina-V, foi analisada apenas no tempo de 24h. As células
foram estimuladas com 5uM e 10 UM dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383.
Este teste mostrou que ocorreu um aumento significativo no percentual de células em
apoptose com a utilizagdo de 5uM de todas as drogas (figura 13B). Também foi possivel
observar que com o0 aumento da concentracdo dos compostos utilizada houve uma elevacdo no
percentual de apoptose. Quando as células foram estimuladas com 10 uM houve um aumento
significativo no percentual de apoptose das células tratadas com LDT380 e LDT383 (figura
13C).
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Figura 13 - Morte celular de células MDA-MB-231. Apos tratamento com 10 puM dos compostos LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h foi realizada marcagdo com Anexina-V e PI. (A) Dot plots representativos
de trés experimentos independentes. Valores em negrito representam a porcentagem de células na regido
Anexina-V+. (B) Gréfico de barras mostrando a quantificacdo de células apoptéticas apds estimulo com 10 uM
de cada composto. (C) Grafico de barras mostrando a quantificacdo de células apoptéticas ap6s estimulo com 5
UM de cada composto. O asterisco indica diferenca significativa entre as células tratadas com as drogas e células
ndo tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA com pds teste Dunnett (*) P< 0.05. (**) P< 0.01.
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3.2.5 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 induzem reducdo da migracao
celular em MDA-MB-231

Para verificagdo do efeito dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 na
migracdo de células MDA-MB-231 foi realizado experimento de migracdo celular em

triplicata pelo modelo de wound healing.

Apbs as células atingirem confluéncia, foi feita a “ferida” (risca) e logo em seguida a
laminula que aparece na figura 14A foi fixada e corada. Com exce¢édo do controle, as demais
células foram estimuladas com 10 uM de cada composto, e apos 48h foram fixadas e coradas

com cristal violeta.

Neste ensaio foi possivel evidenciar uma reducéo significativa na migracao das células
apos 48h de estimulo com todos os compostos testados, quando comparamos com células ndo
tratadas (figura 14G). A inibicdo da migracdo foi mais acentuada nas células tratadas com
LDT11 (figura 14C) e LDT13 (figura 14E). A reducdo promovida pelos ismeros ndo foi tdo

exacerbada, mas ainda assim foi significativa.

migragao celular %
8

Controle LDT11 LDT13 LDT380 LDT383

Figura 14 - Ensaio de wound healing (A) células nao tratadas Oh. (B) células ndo tratadas 48h. (C) células
tratadas com 10 pM de LDT11 por 48h. (D) células tratadas com 10 uM de LDT380 por 48h.  (E) Células
tratadas com 10 uM de LDT13 por 48h. (F) células tratadas com 10 uM de LDT383 por 48h. (G) Gréfico de
barras mostrando a quantificacdo da migracdo de células MDA-MB-231 apds 48h de estimulo. O asterisco indica
diferenca significativa de migracdo entre as células tratadas com as drogas e células ndo tratadas (controle) pelo
teste one-way ANOVA (*) P< 0.05.
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Nuamero de células

3.2.6 Alteracoes no ciclo celular em MDA-MB-231 promovidas pelos compostos LDT11,
LDT13, LDT380e LDT383

Uma das principais caracteristicas do céancer, e que determina em grande parte seu
aspecto nocivo, € a grande capacidade de proliferacdo das células tumorais. Para compreender
se haveria efeito no processo de divisdo celular apds o uso de agonistas parciais do PPARY,

foi utilizado como parametro o perfil de ciclo celular das células MDA-MB-231 néo tratadas.

Na anélise do ciclo celular, a MDA-MB-231 apresentou alteracfes no ponto de analise
de 24h, com diminuicéo significativa da fase S nas células tratadas com LDT11 e LDT383 e
aumento da fase GO/G1 promovido pelo composto LDT11 (figura 15). Isso demonstra que as
células tratadas com esse composto ficam retidas na fase GO/G1 do ciclo celular, reduzindo de
forma significativa a frequéncia de progressdo a fase S quando comparada a populacdo de

células ndo submetidas ao tratamento.
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Figura 15 - Variagdo na distribuicio de células em diferentes etapas do ciclo celular. (A) Células MDA-
MB-231 foram tratadas com 10 pM de LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h, e em seguida marcadas
com Pl para anlise do ciclo celular por citometria de fluxo. A determinacdo do ciclo celular foi realizada em
plataforma especifica do software FlowJo. Na figura, histogramas de analise de ciclo celular representativos de
trés experimentos independentes. (B) Grafico mostrando a quantificacdo da distribuicdo de células em diferentes
pontos do ciclo celular. Cada coluna representa a média com desvio padréo de trés experimentos
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3.27 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 induzem aumento na
fragmentacdo nuclear em MDA-MB-231

A fragmentacdo nuclear € um dos eventos que acontece durante o processo de apoptose.
Para analisar a fragmentacdo nuclear foi realizada por marcacdo com PIl. Essa marcacao
permite quantificar por citometria de fluxo a fluorescéncia emitida pela intercalagdo com o
DNA, que é variavel em cada fase do ciclo celular. Desse modo é possivel analisar as células
que perderam DNA por fragmentagdo. Apos a permeabilizacdo da membrana, os fragmentos
menores que 182 bp (pares de base) de DNA, saem da célula e o resultado é uma populagédo
de células com quantidade de DNA reduzida que é identificada no pico denominado sub
GO/GL1.

Apo6s a quantificagdo do pico sub GO/G1, observou-se um aumento significativo da
fragmentacdo nuclear promovido pelo tratamento com os compostos LDT11, LDT13,
LDT380 e LDT383 em comparagdo com o controle (figura 16). O composto que promoveu 0
percentual mais elevado de fragmentacéo nuclear foi o LDT383, que gerou uma fragmentacéo

cerca de trés vezes maior que os demais compostos testados.
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Figura 16 — Inducéo de fragmentacao nuclear apés estimulacdo com LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383.
As células foram estimuladas com 10 uM das drogas citadas anteriormente e analisadas quanto ao seu contetido
de DNA por citometria de fluxo. (A) Histogramas representativos da leitura de Pl (FL2A) de trés experimentos
independentes. Valores em negrito indicam a porcentagem de células em sub G1. (B) Grafico de barras
mostrando a quantificagdo da fragmentacdo nuclear em MDA-MB-231. O asterisco indica diferenca significativa
de fragmentacdo nuclear entre as células tratadas com as drogas e células ndo tratadas (controle) pelo teste one-
way ANOVA (*) P< 0.05.
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3.3.8 LDT 13 promove o aumento da producdo de ROS em MDA-MB-231

Para avaliar a producdo de ROS em MDA-MB-231, as células foram estimuladas com
com 10 uM de LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 3h. Em seguida foi realizada
marcacgdo com a sonda DFC-DA, e posteriormente leitura no citbmetro de fluxo.

Cada tratamento foi plotado em histograma e comparado a células ndo estimuladas
representadas pela curva de cor cinza. A menadiona gera um aumento na producdo de ROS, e
por isso foi utilizada como controle positivo.

Dentre os diferentes tratamentos, somente 0 composto LDT13 aumentou de forma
significativa a producdo de ROS (figura 17). O isémero do LDT13 também elevou levemente

a producdo de ROS, mas este aumento nao foi significativo.
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Figura 17 - Andlise das alteracdes da quantidade de producao de espécies reativas de oxigénio em células
MDA-MB-231. (A) Tratamento com 10 pM de LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 3h. Os histogramas
mostram a curva do controle (células nao estimuladas) em cinza e dos respectivos tratamentos. Cada imagem é
representativa de trés experimentos. (B) Quantificacdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio. O grafico
mostra a intensidade de fluorescéncia relativa de cada amostra. Cada coluna representa a média, com desvio
padrdo de trés experimentos. O asterisco indica diferenga significativa na producdo de ROS entre as células
tratadas com LDT13 e células ndo tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA (*) P< 0.05.
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3.2.9 Os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 induzem aumento na biogénese
de corpusculos lipidicos

Para verificar os efeitos dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 em
células de adenocarcinoma de mama, as células foram estimuladas com 10 uM de cada
composto e em seguida marcadas com a sonda Bodipy.

Cada tratamento foi plotado em histograma e comparado a células ndo estimuladas
representadas pela curva de cor cinza. Todos os compostos aumentaram a biogénese de

corpusculos lipidicos de maneira significativa (figural8).
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Figura 18 - Biogénese de corpusculos lipidicos em células MDA-MB-231. (A) Tratamento com 10 pM de
LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h. Os histogramas mostram a curva do controle (células nao
estimuladas) em cinza e dos respectivos tratamentos. Cada imagem é representativa de trés experimentos. (B)
Quantificacdo da producgdo de corpusculos lipidico sem células MDA-MB-231. O grafico mostra a intensidade
de fluorescéncia relativa de cada amostra. Cada coluna representa a média, com desvio padrdo de trés
experimentos. O asterisco indica diferenca significativa na producdo de ROS entre as células tratadas com
LDT13 e células ndo tratadas (controle) pelo teste one-way ANOVA (**) P< 0.01.
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3.3.10 LDT 13 promove o aumento da producio de Oxido Nitrico em MDA-MB-231

Para avaliar se os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 afetariam a
produgdo de NO em MDA-MB-231, as celulas foram estimuladas com 10 puM de cada droga
por 24h. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Em seguida as amostras foram
analisadas quanto a producdo de nitrito pela reacdo de Griess, como uma medida da producao
de NO. A leitura foi feita no SpectraMax.

O composto LDT13 induziu aumento significativo na produgdo de NO quando
comparado com o controle, enquanto 0os demais compostos n&do induziram alteracoes

significativas (figura 19).
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Figura 19 — Producdo de Oxido Nitrico em células MDA-MB-231. (A) Tratamento com 10 pM de LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h. O grafico de barras mostra a quantidade de NO em uG/mL detectada em
cada amostra. Cada coluna representa a média, com desvio padrdo de trés experimentos. O asterisco indica
diferenga significativa na producéo de NO entre as células tratadas com LDT13 e células ndo tratadas (controle)
pelo teste one-way ANOVA (**) P< 0.01.
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3.3.11LDT 13 e LDT383 induzem aumento na expressdo do receptor nuclear PPARy

Para saber se os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 afetariam a expressao
de PPARy em MDA-MB-231, as células foram estimuladas com 10 puM de cada droga por
24h. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Em seguida foi realizada extracdo

de proteinas totais das amostras e posteriormente foi feita anélise através de Western Blotting.

O resultado mostra um aumento acentuado da expressdo de PPARYy apos estimulo com

LDT13 e seu isbmero LDT383 (figura 20).
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Figura 20 — Expressdo de PPARy em MDA-MB-231 ap6s estimulo com LDT11, LDT13, LDT380 e
LDT383. (A) Expressdo de PPARy (58 KDa) e b-actina (42 KDa). (B) Quantificacdo através da densitometria
das bandas.

42



3.3.12 Efeitos dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 na expressdo de 5-L.O

Para saber se os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 afetariam a expressao
de 5-LO em MDA-MB-231, as células foram estimuladas com 10 uM de cada droga por 24h.
Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Em seguida foi realizada marcacdo com
anticorpo primario anti 5-LO e secundario Alexa-546. Para visualizacdo dos ndcleos das

celulas foi feita marcacdo com DAPI.

Durante a visualizagdo das ldaminas no microscépio confocal, foi possivel observar que
0s compostos LDT11, LDT380 e LDT383 aumentaram a expressdo de 5-LO, enquanto as

células estimuladas com LDT13 se apresentaram mais semelhantes ao controle (figura 21).
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Figura 21 — Expressdo de 5-LO em células MDA-MB-231 ap0s estimulo com LDT11, LDT13, LDT380 e
LDT383. As células foram tratadas com 10 uM de LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 24h. Foi utilizada
lente objetiva de 63x.
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3.3.12 Efeitos dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 na expressio de NFkB

Para saber se os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 afetariam a expressao
de NFkB em MDA-MB-231, as células foram estimuladas com 10 yuM de cada droga por
cerca de 16h. Células ndo tratadas foram utilizadas como controle. Em seguida foi realizada
marcagdo com anticorpo primario anti-NFxB e secundario Alexa-546. Para visualizacdo dos

ndcleos das células foi feita marcagdo com DAPI.

Durante a visualizagdo das ldminas no microscépio confocal, foi possivel observar que
o composto LDT13 promoveu translocacdo de NFkB para o nucleo. Essa translocagdo, no
entanto, ocorreu apenas em parte das células. Os outros compostos ndo apresentaram

translocagdo de NF«kB para o nucleo, semelhante ao controle de células ndo tratadas (figura
22).
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Figura 22 - Translocacio de NFkB para o nucleo em células MDA-MB-231 tratadas com LDT13. As
células foram tratadas com 10uM de LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 por 16h. As setas indicas células onde
ocorreu a translocacdo de NF«B para o nlcleo. Foi utilizada lente objetiva de 63x.
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3.3.13 Docking com os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383
3.3.13.1 Docking com LDT11

Na primeira analise de docking, onde ndo se colocou nenhuma molécula ocupando o

ambiente do sitio ativo, 0 LDT11 ndo mostrou nenhum tipo de interacdo com os residuos que
caracterizam uma interagdo mais forte, realizando interacdo principalmente com a ARG288
(figura 23).

Figura 23 — Docking com LDT 11. Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em &ngstrom, A)
entre o ligante LDT11 (branco) com os aminoacidos ARG288 (rosa) da proteina PPARy (2VSR).

Quanto ao docking com a proteina rigida ocupando a fenda do sitio ativo do PPARY,
primeiramente foi colocado o ligante 9-(S)-HODE (ITOH et al., 2008) na posi¢éo de interagao
com a ARG288. Pode-se observar na figura 24 que o LDT11 interage com os residuos de
aminoacido SER289, HIS323, TYR327 e TYR473.

Figura 24- Docking com LDT11 e o ligante 9-(S)-HODE. Interaces polares (pontilhado em amarelo e o
distancia em angstrém, A) entre o ligante LDT11 (branco) com os aminoécidos HIS323, TYR327, TYR473 e
SER (rosa) da proteina PPARy (2VSR) ocupando o sitio de interagdo da ARG228 com o0 9-(S)-HODE.
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Por sua vez, ao ocupar a posi¢édo de interacdo com a TYR473, o LDT11 volta a fazer

interacdo com a ARG288 e com o grupamento amino da cadeia principal da LEU436.

3.3.13.2 Docking com LDT13

O LDT13, de modo bem semelhante ao LDT11, no docking sem nenhum ligante presente na
fenda do sitio ativo da PPARY apresentou interacdo com a ARG288, entretanto esta também
mostrou interacdo com a SER289. Por sua vez, ao ocupar a regido préxima a ARG288 com o
ligante 9-(S)-HODE o ligante em questdo passou a realizar interagdo com os aminoacidos
SER289, HIS323, HIS449 e TYRA473 (Figura 25). Entretanto, ao ocupar o sitio proximo a
TYR473 com o ligante original da PPARy (2VSR) o LDT13 interagiu com a ARG280.

Figura 25 - Docking com LDT13. Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em angstrém, A)
entre o ligante LDT13 (azul) com os residuos de aminodciodo SER289, HIS323, HIS449 e TYR473 (rosa) da
proteina PPARy (2VSR) ao ocupar o sitio de interagdo da ARG288 com o 9-(S)-HODE
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3.3.13.3 Docking com LDT380

Em se tratando do LDT380, no docking com a fenda do sitio ativo vazio, este ligante
apresentou interacdes com a ARG288. Quando ocupou o sitio de interacdo da TYR473 com o
ligante 9-(S)-HODE, o LDT380 apresentou interagdo com a ARG280. Por ultimo, foi
ocupado o sitio de interacdo com a ARG288 e o ligante em questdo se apresentou interacdo
com os residuos TYR327 e LYS367 (figura 27), apesar da proximidade com a TYR473 néo

apresentou interacdo polar com esta.

Figura 26- Docking com LDT380. Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em &ngstrom, A)
entre o ligante LDT380 (laranja) com os residuos de aminoacidos TYR327 e LYS367 (rosa) da proteina PPARy
(2VSR) ocupando o sitio de interagdo da ARG288 com o0 9-(S)-HODE.

3.3.13.4 Docking com LDT383

Quanto ao ligante LDT383 foi observado no experimento de docking sem ligantes na
fenda do sitio ativo da proteina PPARY a intera¢dao deste com o residuo ARG288, como quase
todos os ligantes aqui estudados. No experimento de docking onde o sitio da TYR473 foi

ocupado com o0 9-(S)-HODE o LDT383, por sua vez, mudou a sua intera¢do para a ARG280.
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Quanto ao docking ocupando o sitio de interagdo com a ARG288, o LDT383
apresentou interagdes com os residuos HIS323, TYR327, LYS367, HIS449 e TYR473 (figura
27).

Figura 27- Docking com LDT383. Interacdes polares (pontilhado em amarelo e o distancia em angstrém, A)
entre o ligante LDT383 (preto) com os residuos de aminoacidos HIS323, TYR327, LYS367, HIS449 e TYR473.
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3.3.13 Compilacao dos resultados

Os resultados se encontram compilados na tabela 2 para melhor visualizagéo.

Analise Estimulos
LDT11 LDT13 LDT380 LDT383

Viabilidade s s v v

Proliferacdo v s N N
Apoptose T T ™~ ™~
Fragmentagdo nuclear T T T ™~

Migracédo v L N N

Corpusculo lipidico ™ T T T

ROS - + - -

NO - + - -

5-LO T 2 T T

Translocac¢ao de NFxB - + - -

PPARy D ¢

Tabela 2. Compilacao dos resultados. Efeitos de cada tratamento sobre cada parametro analisado.
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4. Discussao

O Céancer de mama € um dos tipos de cancer com maior incidéncia no mundo (WHO,
2014). A principal terapia enddcrina efetiva para o tratamento desta patologia séo os anti-
estrégenos, mas as alternativas terapéuticas sdao limitadas para tumores triplo negativos, que
sdo frequentemente agressivos. O desenvolvimento de células tumorais resistentes aos agentes
quimioterapicos € um dos maiores obstaculos para o sucesso do tratamento do céancer de
mama, e isso se torna um forte estimulo para explorar novas abordagens terapéuticas in vitro.
O uso de ligantes de receptores nucleares para inibir o crescimento e progressao tumoral é

uma das novas promissoras estratégias para o tratamento de cancer.

Os ligantes de PPARYy vém sendo estudados recentemente, porém ainda ndo ha um
consenso entre os pesquisadores em relacdo aos seus efeitos no cancer mamario. Alguns
estudos indicam que antagonistas do PPARY inibem o crescimento e promovem apoptose em

células de tumor de mama (SAEZ et al., 2004; ZAYTSEVA et al., 2008; ZAYTSEVA et al.,

2011). Ja outros pesquisadores atribuem estes mesmos efeitos de inibicdo de crescimento e
estimulo da apoptose a agonistas de PPARY (YU et al, 2008; SHASHNI et al., 2013).

Apesar de existirem estudos com resultados divergentes em relacdo a expressdo de
PPARy e desenvolvimento tumoral, a maioria das pesquisas mostra uma correlacdo das vias
ativadas por PPARy & sobrevivéncia e outros aspectos tumorigénicos do cancer de mama.
Como reguladores importantes do metabolismo, estas vias parecem exercer um papel central
na progressdo e desenvolvimento do carcinoma de mama, e os detalhes de sua modulacédo
poderiam ser Uteis no desenvolvimento de novas terapias em oncologia. Considerando essa
possibilidade, fomos investigar o efeito de derivados do &cido anacardico com perfil agonista
parcial de PPARy em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama, verificando se a
modulacdo deste receptor nuclear alteraria as propriedades do modelo in vitro de céancer
mamario.

A etapa inicial deste trabalho se ateve a realizacdo de uma triagem de compostos
sintetizados no Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas da UnB
(LADETER), para verificagdo da existéncia de alteragdes na viabilidade e proliferacdo de
células de adenocarcinoma de mama.

Dentre os compostos testados inicialmente, o0 composto LDT13 foi 0 que apresentou
os melhores resultados de reducdo de viabilidade e proliferacdo de células tumorais. Estes

resultados sdo condizentes com o estudo de ancoragem molecular (molecular docking)
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realizado por nossos colaboradores, no qual o LDT13 apresentou uma afinidade maior pelo
sitio ativo do receptor PPARYy do que 0s compostos LDT15 e LDT29.

Em virtude de tais resultados, decidimos excluir os compostos LDT15 e LDT29 e
prosseguir as analises com LDT13. Os compostos LDT11, LDT380 e LDT383 foram
incluidos na segunda etapa do estudo por causa de sua semelhanca com o LDT13.

A segunda parte do trabalho se ateve a investigar se o estimulo com as drogas LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT383 afetaria a viabilidade, proliferacdo e ciclo celular em células de
tumor de mama. Além disso, também investigamos o efeito dos compostos na expressao de
NFkB e do mediador inflamatério 5-LO, na formacdo de corpusculos lipidicos e na produgéo
de ROS e NO.

Nossos dados mostram que o tratamento com os compostos LDT11, LDT13, LDT380
e LDT383 promovem uma reducdo na viabilidade celular e um aumento na apoptose de
células de adenocarcinoma de mama (figuras 10 e 13). O ensaio de MTT mostra uma maior
reducdo de viabilidade ap6s os tratamentos com LDT11 e LDT13, jA a marcacdo com
Anexina-V/ Pl mostra um maior percentual de apoptose depois do tratamento com LDT380 e
LDT383. Uma possivel explicacdo para esta discrepancia pode ser o fato de que o ensaio de
MTT mostra o percentual de viabilidade celular em fungéo da funcionalidade mitocondrial,
enquanto o ensaio com Anexina-V mostra o percentual de morte por apoptose baseado na
exposicao de fosfatidilserina no lado externo da membrana plasmatica. O composto LDT13
gera um aumento na producdo de ROS e de NO, e talvez isso cause danos oxidativos na
mitocondria, prejudicando seu funcionamento e reduzindo a viabilidade celular de forma mais
intensa do que 0s outros compostos no ensaio de MTT. Além disso, o tempo de estimulo para
os dois ensaios foi diferente, no ensaio de MTT as células foram tratadas por 48h, enquanto
na marcacdo com Anexina-V/ Pl o estimulo foi de 24h.

O resultado da marcacdo com Pl para avaliar ciclo celular e fragmentacdo nuclear
(figuras 15 e 16) estdo condizentes com o resultado do ensaio para avaliar apoptose. O maior
percentual de fragmentacdo nuclear ocorreu nas células tratadas com o composto LDT383,
mesmo composto que promoveu o percentual mais alto de apoptose. Em relacdo a analise do
ciclo celular, foi possivel observar alteracfes significativas promovidas pelos compostos
LDT11 e LDT383. Este resultado foi semelhante aos resultados obtidos por Yu e
colaboradores que avaliou o efeito do agonista de PPARYy Troglitazona em células MDA-MB-

231, no qual ocorreu parada do ciclo celular na fase G1 (YU et al, 2008). No tratamento com
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LDT13, ndo houve alteracdo significativa do ciclo celular, porém houve uma tendéncia de
reducdo na fase G2/M.

Neste trabalho, além de observar reducdo de viabilidade e aumento de apoptose, vimos
também uma diminuicdo na proliferacdo das células tumorais tratadas com os compostos
LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 (figura 11). Trabalhos anteriores que testaram outros
agonistas parciais de PPARy nas linhagens celulares MDA-MB-231 e MCF-7 tiveram
resultados parecidos com os que obtivemos (SHASHNI et al., 2013; PAL et al, 2014). Assim
como ocorreu no ensaio de MTT, no ensaio clonogénico a reducédo na proliferacdo foi mais
acentuada nas células tratadas com LDT13. O segundo composto mais eficiente no ensaio de
MTT foi o LDT11, e 0 mesmo ocorreu no ensaio clonogénico. O tempo de estimulo com os
compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 foi 0 mesmo nos dois ensaios.

A metastase é a principal causa de morte em pacientes com cancer. Seu inicio se da a
partir do momento em que células tumorais se desprendem do tumor priméario e migram em
direcdo ao seu sitio metastatico (YILMAZ e CHRISTOFORI, 2010). Para avaliar o efeito dos
compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 na migracdo de células de adenocarcinoma
de mama invasivo, realizamos o ensaio de wound healing na linhagem MDA-MB-231. Em
concordancia com os resultados dos ensaios de MTT e ensaio clonogénico, 0 composto
LDT13 foi o que reduziu de forma mais intensa a migracao das células. O composto LDT11
foi o segundo mais eficiente na reducdo da migracdo celular. Os isbmeros ndo inibiram a
migracdo de forma tdo acentuada, mas ainda assim promoveram uma reducao significativa no
fechamento da “ferida” quando comparados com o controle ndo tratado (figura 14).

Quanto a biogénese de corpusculos lipidicos, os resultados obtidos sdo semelhantes
aos ja encontrados na literatura, com ligantes de PPARy promovendo o aumento da
quantidade de corpusculos (BURGUERMEISTER et al, 2003; ACCIOLY et al, 2008). Os
compostos LDT13 e LDT11 foram os compostos que promoveram uma elevacdo mais intensa
na biogénese de corpusculos lipidicos, enquanto seus ligantes geraram um aumento um pouco
menor porém significativo (figura 18). Este aumento significativo no nimero de corpusculos
lipidicos sugere ativacdo de PPARY, pois a regulacdo das vias de captagdo de acidos graxos e
de armazenamento lipidico depende da translocacdo de PPARy para dentro do ndcleo
(BOZZA e VIOLA, 2010).

A producdo de ROS em celulas tratadas sofreu elevacao significativa somente apds

estimulo com o composto LDT 13. O estimulo com o isébmero do LDT 13 apresentou uma
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tendéncia de aumento da producdo de ROS, porém este resultado ndo foi significativo. J& os
compostos LDT11 e LDT380 ndo promoveram alteragdes na producéo de ROS.

O NFxB ¢ um importante fator de transcricdo que estd associado a processos
inflamatdrios, e que pode regular a expressdo de diversos genes que estdo envolvidos no
crescimento celular, diferenciacdo e apoptose (MORGAN e LIU, 2011). ROS interagem com
NF«B de diversas maneiras. J& foi proposto que ROS podem tanto ativar quanto inativar o
complexo IKK, levando a efeitos nos alvos a jusante da via. Tem sido mostrado com
frequéncia que ROS pode ativar NFkB através de uma fosforilagdo alternativa de IxBa, 0 que
pode ou ndo resultar na degradacdo de IkBa. Finalmente, ROS pode influenciar nas
propriedades de ligacdo das proteinas NFkB ao DNA. A oxida¢do de p5S0 no seu dominio de
ligacdo ao DNA previne sua ligacdo ao DNA, e deve ser revertida no nacleo por um processo
dependente de Trx1 envolvendo Ref-1. Por outro lado a fosforilacdo de Rel-A, que é
influenciada por processos dependentes de ROS, leva a uma maior ativagdo de NF«B

(MORGAN e LIU, 2011).
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Figura 28 — Interferéncia de ROS nas vias de sinalizagdo de NFkB. Adaptado de MORGAN e LIU,
2011.
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Nossos resultados mostram que ocorreu translocagdo de NF«xB para o ndcleo apenas em
algumas células na amostra tratada com LDT13 (figura 22). Este composto também foi o
unico que aumentou a producdo de ROS de forma significativa. Talvez este aumento tenha

interferido nas vias de sinalizagdo de NF«B, induzindo sua translocacdo para o nucleo. Na
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maioria dos casos, a expressao dos genes alvo de NFkB promove a sobrevivéncia das células,
porém em alguns casos sua expressdo pode contribuir para morte celular (PERKINS e
GILMORE, 2006).

A Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) é regulada positivamente pelo NFkB
(MORGAN e LIU, 2011). iNOS produz espécies reativas de nitrogénio, como o NO, que €
frequentemente produzido onde pode reagir com superoxido levando a formacdo de
peroxinitrito altamente reativo. O peroxinitrito pode causar diversos tipos de dano celular,
como dano ao DNA, e ativar vias de morte celular (MORGAN e LIU, 2011). Neste trabalho
dosamos a producdo de NO apds estimulo com os compostos LDT13, LDT11, LDT380 e
LDT383. Somente o estimulo com LDT13 produziu uma elevacdo significativa na producdo
de NO quando comparado com o controle (figura 19). Este resultado é compativel com os
resultados dos ensaios de MTT e ensaio clonogénico, que mostram o composto LDT13
reduzindo a viabilidade e a proliferacdo de forma mais intensa do que os demais compostos
testados.

Avis e colaboradores sugeriram que enzimas que metabolizam AA exercem um papel
significante na carcinogénese mamaria através de processos oxidativos (AVIS et al, 2001). No
presente trabalho a expressdo de 5-LO também foi investigada. As células tratadas com o
composto LDT13 foram as que apresentaram a expressao mais baixa de 5-LO. Este resultado
é condizente com estudos que relacionam uma reducao na expressao de 5-LO com reducdo na
proliferacdo e aumento de morte celular em linhagens de adenocarcinoma de mama (AVIS et
al, 2001). Os compostos LDT11, LDT380 e LDT383 aparentemente ndo promoveram reducéo
na expressdo de 5-LO (figura 21).

Na literatura vemos que a interagao entre algumas moléculas e o PPARy pode ocorrer
de formas diversas. Um dos modos de interacdo € o modo agonista pleno, onde o agonista
interage com a TYR473, localizada na hélice 12, e com outros residuos préximos como a
HIS323 e HIS449. Outro modo de interagdo, o0 agonista parcial, é representado por interacdo
com a hélice 3 e com a regido de folhas-B, principalmente com os residuos ARG288, GLU291
e GLU343 (NETTLES, 2008).

A interacdo entre PPARYy e acidos graxos ocorre de forma um pouco diferente pois
essa pode ocorrer concomitantemente entre a proteina e dois ligantes (LI et al., 2008), e com
até trés ligantes dentro da regido do sitio ativo da proteina (LIBERATO et al., 2012). Sendo
assim, a interacdo com acidos graxos se mostram como um conjunto de ligacGes de baixa

afinidade (NETTLES, 2008), onde ocorre interagdo em ambos 0s sitios anteriormente citados.
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No presente trabalho observou-se que os ligantes LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383
apresentaram capacidade de interagir tanto com a regido da ARG288 quanto com a da
TYRA473. Isso pode indicar que estes ligantes apresentam interacdes mais fortes, pelo fato de
conseguirem interagir com ambos 0s sitios do PPARYy. Ja outros compostos, como o LDT 29,
apesar de interagirem com a regido da ARG288 ndo apresentaram interacdo com a da
TYRA473, realizando uma interagdo mais fraca.

A andlise da expressao de PPARy por Western Blot revelou um resultado esperado
para 0 composto LDT13 e seu isdbmero LDT383, que promoveram um aumento expressivo
nos niveis de PPARy. Entretanto, no docking o LDT380 ndo apresentou interacOes diretas
com o residuo TYR473, mas com os residuos TYR327 e LYS367. Este fato pode indicar uma
menor atividade da proteina (LI et al., 2008), e esta de acordo com o resultado que
observamos no Western Blot. Na andlise da expressdo de PPARY por Western Blot vemos que
nao ocorre um aumento expressivo nos niveis de PPARy apos estimulo com LDT380.

Assim como seu isomero, o LDT11 também ndo aumenta a expressao de PPARy. Este
resultado foi diferente do que esperdvamos que acontecesse. 1sso pode ser um indicativo de
que LDT11 e LDT380 exercem efeitos independentes de PPARY.

5. Conclusodes

O conjunto de dados obtidos em nosso trabalho mostra pela primeira vez que 0s
compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 sdo capazes de promover reducdo na
viabilidade, proliferacdo e migragdo de células de adenocarcinoma de mama, sem diminuir a
viabilidade de células ndo tumorais (PBMCs). Também mostramos que estes compostos
levam a um aumento de fragmentacdo nuclear e apoptose, e que o LDT 11 e LDT 383
promovem modificacGes significativas no ciclo celular.  Com base nesses resultados,
sugerimos que os compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383 podem servir como
potenciais agentes terapéuticos contra o cancer de mama no futuro.

Nossos resultados mostram uma relagao entre LDT13, PPARy, ROS e NO que néo
havia sido reportada anteriormente na literatura. Os efeitos de redugdo na viabilidade e
proliferagdo promovidos pelo LDT13 podem ser justificados pelo aumento na producdo de
ROS e NO, e pela ativagao do PPARY que costuma exercer propriedades antitumorais. Esses
dados acrescentam assim uma nova dimensdo ao potencial terapéutico de ligantes de PPARY.
Embora o mecanismo exato ainda ndo esteja claro e mais estudos ainda sejam necessarios

para esclarecer o mecanismo de agdo molecular do PPARYy na carcinogénese mamaria, nossa
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investigacdo abriu uma nova direcdo para o desenvolvimento de potenciais drogas para o
tratamento do cancer de mama.

Dessa forma, mais estudos sdo imprescindiveis para um entendimento mais profundo
do mecanismo de acdo antitumoral dos compostos LDT11, LDT13, LDT380 e LDT383.
Novas investigacfes sobre estes compostos poderdo eventualmente ajudar-nos na
compreensdo dos mecanismos moleculares pelos quais PPARY regula alvos que influenciam
especificamente o cancer de mama. Apesar de varios avancos terem sido feitos no assunto,
ainda ha muito a ser esclarecido sobre a sinalizacdo de PPARy no cancer de mama e varias
questdes importantes permanecem sem resposta. Muitos caminhos intrigantes da pesquisa
derivados do &cido anacérdico foram abertos e tém o potencial de, em Ultima instancia
conduzir ao desenvolvimento novas classes de farmacos mais seletivos e com menos efeitos

adversos.

6. Perspectivas

Diante da necessidade de mais estudos envolvendo os efeitos dos compostos LDT11,
LDT13, LDT380 e LDT383 no cancer de mama, temos como perspectivas:
- Identificar os mecanismos de a¢do dos compostos dependentes e independentes de PPARY.

- Realizar testes em camundongos para avaliar o efeito dos compostos in vivo.
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