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RESUMO

O cancer é uma doenca pleiotropica causada pela proliferacdo descontrolada de células
e € a segunda causa de morte, depois das doengas cardiovasculares, em todo o mundo.
Levantamentos recentes apontam aceleragdo nos numeros de casos que ja chegam a
causar morte em um a cada oito homens e a cada onze mulheres em todo o mundo, dos
quais, o cancer de pulmao e de mama sao predominantes, respectivamente. O cancer é
um disturbio multifatorial, apresentando varias terapias convencionais para o seu
tratamento, que tém enormes efeitos colaterais devido a sua falta de especificidade,
podendo atacar células saudaveis. Nas ultimas duas décadas, os fitoquimicos tém sido
estudados como forma alternativa de tratamento e adjuvante na terapia anticancer
convencional. Das varias moléculas de polifenois que exibiram propriedades
anticancerigenas potentes, a miricetina foi uma das substancias que mais se destacou
nos ultimos anos, por apresentar diversas propriedades farmacoldgicas que também
incluem atividade antioxidante, anti-inflamatérias, anticancer e modulagéo epigenética.
Diante disso, nosso grupo se prop0s investigar o efeito antitumoral da miricetina através
do mecanismo de inibicdo da PDI induzindo o estresse oxidativo em modelo de
microambiente tumoral, utilizando técnicas de avaliacdo da citotoxicidade in vitro e
técnicas de cultura celular em 3D que mimetizam tecidos tumorais mais proximo do in
vivo, quantificacdo de H202e NO e co-cultura com plaquetas. Nossos resultados mostram
que a miricetina promoveu efeito citotoxico em células de tecido mamario normal, de
forma discreta, e nas células de cancer de mama de forma mais acentuada e dose-
dependente, principalmente na linhagem de maior poder invasivo e metastatico (MDA-
MB-231). Também ficou evidente, em nossos resultados, que a miricetina reduz a
formacgado de esferoides e sua estabilizagdo, sendo esse efeito mais expressivo nas
células de cancer de mama triplo negativas MDA-MB-231, que sdo metastaticas. Houve
um aumento na produg¢ao de H202¢e NO, de forma dose-dependente e mais evidente nas
células mais poder metastatico e seus niveis condizentes com niveis de sinalizacao de
morte celular. Houve reducéo na interacédo de células tumorais com plaquetas, de forma
dose-dependente e mais significativo na linhagem MDA-MB-231. Os estudos sao
unanimes em afirmar que muito se tem a pesquisar sobre o efeito antineoplasico da
miricetina, pois seu efeito € comprovadamente amplo sobre varios alvos moleculares que
envolvem a progressao de diversos tipos de cancer, confirmada por diferentes estudos.
Diante disso nossos proximos passos investigativos serdo de avaliar o estresse oxidativo
das células testadas e como a miricetina interfere nas interagdes celulares crucias para
a formacéo e estabilizacdo dos esferoides, bem como na formacgao do escudo fisico de
plaquetas com células tumorais circulantes.

Palavras-chave: Adesao celular; Cancer de Mama; Interacédo plaqueta-célula tumoral;

Metastase; Miricetina; Proteina Dissulfeto Isomerase.



ABSTRACT

Cancer is a pleiotropic disease caused by uncontrolled cell proliferation and is the second
leading cause of death, after cardiovascular disease, worldwide. Recent surveys point to
an acceleration in the number of cases that already cause death in one in eight men and
in eleven women worldwide, of which lung and breast cancer are predominant. Cancer is
a multifactorial disorder, presenting several conventional therapies for its treatment, which
have enormous side effects due to their lack of specificity, being able to attack healthy
cells. In the last two decades, phytochemicals have been studied as an alternative form
of treatment and an adjunct to conventional anticancer therapy. Of the various polyphenol
molecules that exhibited potent anticancer properties, myricetin was one of the
substances that most stood out in recent years, as it has several pharmacological
properties that also include antioxidant, anti-inflammatory, anticancer and epigenetic
modulation activities. Therefore, our group set out to investigate the antitumor effect of
myricetin through the mechanism of PDI inhibition by inducing oxidative stress in a tumor
microenvironment model, using in vitro cytotoxicity assessment techniques and 3D cell
culture techniques that mimic closer to in vivo, quantification of H202 and NO and co-
culture with platelets. Our results show that myricetin promoted a cytotoxic effect in normal
breast tissue cells, in a discrete way, and in breast cancer cells in a more accentuated
and dose-dependent way, mainly in the lineage with greater invasive and metastatic
power. It was also evident in our results that myricetin reduces the formation of spheroids
and their stabilization, this effect being more expressive in MDA-MB-231 triple negative
breast cancer cells, which are metastatic. There was an increase in the production of H202
and NO, in a dose-dependent manner and more evident in cells with more metastatic
power and their levels consistent with levels of cell death signaling. There was a dose-
dependent and more significant reduction in the interaction of tumor cells with platelets in
the MDA-MB-231 lineage. Although there are many studies showings its cytotoxic effect
on tumor cells, studies are unanimous in stating that there is much to be researched on
the antineoplastic effect of myricetin, as its effect is proven to be broad on several
molecular targets that involve the progression of different types of cancer, confirmed by
different studies. Therefore, our next investigative steps will be to evaluate the oxidative
stress of the tested cells and how myricetin interferes in cell interactions crucial for the
formation and stabilization of spheroids, as well as in the formation of the physical shield
of platelets with circulating tumor cells.

Keywords: Breast cancer; Cell adhesion; Metastasis; Myricetin; Protein Disulfide

Isomerase; Platelet-tumor cell interaction.
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1. INTRODUGCAO

O cancer € um dos principais problemas de saude publica no mundo e ja esta
entre as quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na
maioria dos paises, segundo a mais recente estimativa mundial. A incidéncia de muitos
tipos de cancer continua a aumentar, apesar de muitos sucessos nas areas de
rastreamento, prevencao e tratamento (BRAY et al., 2018).

Os tipos de cancer que afetam a populagédo tém variado ao longo do tempo,
com uma tendéncia a mais doengas malignas causadas por fatores de risco modificaveis
relacionados a condigdes socioecondmicas da populagdo, a crescente urbanizacgao,
associando-se ao sedentarismo, alimentacao inadequada, dependéncia quimica, entre
outras comorbidades relacionadas ao estilo de vida ocidental. Concomitante a isso, uma
combinacéao de rastreamento populacional e terapéutica melhorada tornou a doenga mais
tratavel (HULVAT, 2020).

Dados da Organizagcao Mundial da Saude (2021) apontam que em todo o
mundo, s6 no ano de 2020, foram detectados cerca de 19,3 milhdes de novos casos de
cancer (18,1 milhdes, excluindo cancer de pele ndo melanoma) e quase 10 milhdes de
mortes por cancer (9,9 milhdes, excluindo cancer de pele ndo melanoma). Dentre os
diferentes tipos de canceres, o de mama feminino ultrapassou o de pulmdo como o
cancer mais comumente diagnosticado, com estimados 2,3 milhdes de novos casos
(11,7%), seguidos por cancer de pulmao (11,4%), prostata (7,3%) e colo do utero (6%).
Dentre as causas de morte, o cancer de pulm&o permaneceu como a principal causa de
Obito, com uma estimativa de 1,8 milhdo de mortes (18%), seguido por cancer de figado
(8,3%), estbmago (7,7%) e cancer de mama feminino (6,9%) (SUNG et al., 2021).

No Brasil, essa situacédo nado é diferente, segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) séo estimados para o ano de 2021, 625 mil casos novos de cancer (450
mil, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma) que sugere uma polarizagao
epidemioloégica em andamento (INCA, 2020). Com o recente envelhecimento da
populagao, que projeta o crescimento exponencial de idosos, € possivel identificar um
aumento expressivo na prevaléncia do cancer (BANNA; GONDINHO, 2019). De acordo

com os dados disponibilizados em 2020, pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA) como
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local primario, estimou-se 65.840 notificagdes de neoplasia prostatica, representando
29,2% e de mama feminino de 66.280 novos casos, sendo 29,7% do total de canceres,
sendo nitido o aumento da prevaléncia de canceres associados ao melhor nivel
socioecondmico — mama, prostata e colon e reto — simultaneamente, temos taxas de
incidéncia elevadas de tumores geralmente associados a pobreza — colo do utero, pénis,
estdmago e cavidade oral. Esta distribuicao certamente resulta de exposigao diferenciada
a fatores ambientais relacionados ao processo de industrializagdo, como agentes
quimicos, fisicos e biolégicos, e das condigbes ambientais (BRASIL, 2020). Se
descontados os casos de cancer de pele ndo melanoma, serdo 450 mil novos registros
da doencga para cada ano e, utilizando o calculo global corrigido para o sub-registro,
segundo Mathers et al. (2003), teremos resultados que apontam a ocorréncia de cerca
de 685 mil casos novos (MATHERS et al., 2003).

A Tabela 1 descreve as estimativas das taxas de incidéncia dos principais tipos
de cancer (excluindo o cancer de pele do tipo ndo melanoma), por sexo. Entre os homens,
0s canceres de prostata, colon e reto, traqueia, bronquios e pulmao, estbmago foram
responsaveis por mais da metade de todos os canceres diagnosticados em 2021. S6 o
cancer de proéstata foi responsavel por 29,2% (65.840) dos casos incidentes, tornando-o
cancer mais comum entre os homens. Os quatro tipos de cancer mais comumente
diagnosticados entre as mulheres em 2021 foram o de mama, colon e reto, colo do utero
e traqueia, brénquio e pulmé&o. O cancer de mama foi o responsavel por 29,7% (66.280)
de todos os novos casos de cancer entre as mulheres (INCA, 2020).

Ainda segundo o INCA (2020), a previsao é que haja para 2021 um numero
maior de novos casos nas regides Sudeste (302.280) e Nordeste (136.210), seguidas
das regides Sul (114.570), Centro-Oeste (47.640) e do Norte do pais (24.670).

No estado do Maranhdo foram estimados para o ano de 2021, 8.270 novos
casos de cancer para cada 100.000 mil habitantes (excetuando-se o cancer de pele do
tipo ndo melanoma, 2.290 casos), 50,8% (4.200) ocorrendo em homens e 49,2% (4.070)
nas mulheres. Os sitios de cancer mais comuns s&o o cancer de préstata (1.850 casos,
22,4% de todos os casos de cancer), seguido por cancer de colo do utero (890; 10,8%),

cancer de mama feminina (840; 10,2%) e céncer de traqueia, brénquio e pulméo (470;



17

5,7%). Estes quatro representam 49,1% do encargo global estimado para o estado em
2021. Os sitios primarios mais comuns em homens sdo os de prostata (1.850; 44%),
estdmago (280; 6,7%), traqueia, brénquios e pulmao (270; 6,4%) e célon e reto (210;
5%). Nas mulheres, o cancer de colo do utero é a neoplasia mais predominante (890;
21,9%), seguido pelo cancer de mama (840; 20,6%), célon e reto (240; 5,9%) e glandula
tireoide (240; 5,9%) (INCA, 2020).

Tabela 1 - Distribuicao dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil estimados para 2021, divididos
por sexo, exceto pele ndo melanoma.

HOMENS MULHERES
Localizagédo Primaria Casos % Localizagdo Primaria Casos %
Préstata 65.840 29,2% | Mama feminina 66.280 29,7%
Célon e Reto 20.520 9,1% | Cdlon e Reto 20.470 9,2%
Traqueia, Bronquio e Pulméo 17.760 7,9% | Colo do Utero 16.590 7,4%
Estdmago 13.360 5,9% | Traqueia, Brénquio e Pulmé&o 12.440 5,6%
Cavidade Oral 11.180 5,0% | Glandula Tireoide 11.950 5,4%
Esbfago 8.690 3,9% | Estébmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% | Corpo do Utero 6.540 2,9%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% | Ovario 6.650 3,0%
Laringe 6.470 2,9% | Linfoma n&o Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% | Leucemias 4.890 2,2%

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.
Fonte: Adaptado do Instituto Nacional do Cancer, (INCA, 2020)

Com todos esses dados, percebe-se que, dentre os diferentes tipos de cancer,
o de mama corresponde o mais incidente na populagao feminina, no Brasil. Em 2020, no
mundo, aproximadamente 2,3 milhdes de casos novos foram estimados, o que
representou 24,5% dos casos novos por cancer em mulheres. Representando, também,
a principal causa de morte por cancer nessa populagao, com 684.996 6bitos estimados
para 2021 (15,5% dos ébitos por cancer em mulheres). Esta é uma doenga multifatorial
e complexa, que corresponde um problema de saude publica global e é a neoplasia mais
frequentemente diagnosticada em mulheres no mundo ocidental (SUNG et al., 2021).

Esses numeros poderdo ser ainda maiores, considerando a pandemia da
COVID-19 que imp6s medidas urgentes e agressivas pelos servigos de saude em todo o
mundo, publico e privado, pela ameaga representada pelo SARS-CoV-2, um virus
altamente infeccioso e com potencial para evoluir para condi¢cdes graves e fatais,

especialmente em idosos, pessoas imunossuprimidas e portadores de doengas cronicas.
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Algumas recomendagbes, como o distanciamento social, levaram a um atraso no
diagnostico preciso e correto do cancer de mama, o que resulta em um pior estagio de
cancer, ao ser diagnosticado, e consequentemente redugao na sobrevida das pacientes
(MARINGE et al., 2020).

Dentre os fatores de risco relacionados ao cancer de mama, destacam-se
alimentacao inadequada que contribui para obesidade ou sobrepeso, falta da pratica de
atividade fisica, consumo de bebidas alcodlicas, exposicdo frequente a radiagdes
ionizantes para tratamento (radioterapia) ou exames diagnésticos, primeira menstruagao
antes de 12 anos, parar de menstruar (menopausa) apés os 55 anos, uso de
contraceptivos hormonais (estrogénio-progesterona), ter feito reposicado hormonal pos-
menopausa (principalmente por mais de cinco anos) e histérico familiar de cancer de
ovario e mama (INCA, 2020).

De todos esses fatores de risco, sabe-se que a obesidade e certas exposicdes
alimentares contribuem para o estresse oxidativo, fenbmeno atrelado ndo sé ao
surgimento como também as recidivas do cancer de mama, uma vez que aumenta uma
cascata de reacdes moleculares nas células e altera o estado metabdlico dos tecidos. O
metabolismo oxidativo e a homeostase redox sdo uma parte essencial da vida aerdbia.
Organismos vivos ndo podem sobreviver sem esses processos. Sob tais condi¢oes
desfavoraveis, os derivados de oxigénio podem danificar acidos nucléicos, lipidios e
proteinas, alterar o equilibrio oxidativo, e regular a viabilidade celular, culminado com o
aparecimento de células malignas (SAHA et al., 2017).

Devido a esta associacao, a World Cancer Research Fund/American Institute
for Cancer Research (WCRF/AICR) atualizaram, em 2018, recomendagbes sobre
prevencao ao cancer e recidiva, principalmente relacionadas ao consumo alimentar e a
pratica de atividade fisica. A adesao adequada as recomendagdes da WCRF/AICR
parece resultar em melhora das concentragdes de biomarcadores de estresse oxidativo,
reducéo do risco, incidéncia e recidiva do cancer de mama, porém, mais estudos sao

necessarios para corroborar tais associa¢cdes (SCHROEDER, 2021)
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1.1. Etiologia das neoplasias

O cancer surge a partir de células que sofrem uma sequéncia de mutagdes
genéticas que podem ser resultados de uma variedade de fatores, tanto intrinsecos
(herdadas ou erros na replicagdo dos acidos nucléicos), quanto extrinsecos (dano e
instabilidade genética) induzida por fatores fisicos, quimicos ou biolégicos (MBEUNKUI,;
JOHANN, 2009). Uma unica mutagao, no entanto, dificilmente leva a formagéo de um
tumor, para que esse processo ocorra, sdo necessarias mutagdes cumulativas que,
progressivamente, irdo interferir nos mecanismos de proliferagao, diferenciagdo, morte
celular e de reparo do acido desoxirribonucleico (DNA do inglés deoxyribonucleic acid)
(BACCELLI; TRUMPP, 2012).

Para que as células tumorais consigam progredir, € necessario romper uma
série de barreiras fisiologicas (WARD, 2002), para tanto, essas células promovem
interagdes entre elas e as mais variadas células componentes do estroma que as
permeiam (WIERSMA et al., 2015). Estas interagbes, que compde o microambiente
tumoral, sdo necessarias para a ativacao de fatores de transcricdo que induzem a
expressdo de genes promotores da proliferacdo e migragdo celular (MBEUNKUI,
JOHANN, 2009). Assim, no microambiente ha nichos nos quais ocorrem grandes
diferengas de concentragées de componentes celulares, metabdlitos criticos (O2, glicose,
lactato e ions H*), horménios, componentes de matriz extracelular, quimiocinas, citocinas,
fatores de crescimento e espécies reativas de oxigénio (ERO do inglés Reactive oxygen
Species) (WU et al., 2012).

1.2. O papel das Espécies Reativas de Oxigénio no microambiente tumoral

As ERO sdo moléculas ou radicais livres de oxigénio contendo oxigénio

quimicamente reativo, podendo ser geradas dentro de um sistema biolégico, em

diferentes fontes, como um subproduto natural do metabolismo normal do oxigénio

(Figura 1). Elas sdo moderadores bem conhecidos do dano oxidativo, desempenhando

um papel na destruicao celular e ativam vias especificas de morte (SIMON; HAJ-YEHIA,;
LEVI-SCHAFFER, 2000).
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Um conceito basico na paisagem redox celular € a interac&o de trés organelas:
as mitocondrias, o reticulo endoplasmatico (RE do inglés Endoplasmic Reticulum) e os
peroxissomos (YOBOUE; SITIA; SIMMEN, 2018), bem como substancias
contrareguladoras desse ambiente redox celular (Figura 1). A contribuicdo das
mitocondrias, peroxissomos e do RE para a producéo intracelular de ERO varia entre as
células, tecidos e o ambiente redox geral. As fontes predominantes de ERO em células
normais e cancerigenas compreendem NADPH oxidases (NOX do inglés Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate Oxidase) e as cadeias de transporte de elétrons (CTE
do inglés Electron Transport Chains) na mitocondria, enquanto o RE também pode servir
como uma fonte substancial de ERO devido a suas oxidoredutases e NOXs (PUROHIT;
SIMEONE; LYSSIOTIS, 2019). Uma vez que o aumento da producdo de ERO esta
associado ao desenvolvimento do céancer, gerando danos celulares e induzindo
mutacgdes, a pesquisa farmacéutica visa regular o ambiente redox (Figura1l) como
estratégias de prevencéo e tratamento do cancer (NARAYANAN; MA; OZCELIK, 2020).
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Figura 1. Visdao esquematica geral das principais fontes de ERO na célula e os inibidores
correspondentes desses locais. Os complexos |, Il e lll da CTE geram ERO diretamente, enquanto o

complexo IV é a etapa de determinagdo da taxa da CTE. Outras enzimas que produzem ERO na
mitocOndria sdo diidroorotato desidrogenase (DHODH), glicerol-3-fosfato desidrogenase 2 (mGPDH ou
GPDH2) e monoamina oxidase (MAO). O RE compreende varios locais de produgéo de ERO, como NOX4
e a via de dobramento da proteina oxidativa Ero1a-PDI (Ero1a, ER oxidoredutina 1a. Os peroxissomos sdo
outra fonte importante de produgéo de ERO celular devido a atividade da xantina oxidase (XO) e da NOXz.
Nomes de inibidores farmacéuticos e experimentais sdo apresentados e os locais-alvo correspondentes de
produgéo de ROS sé&o indicados por linhas vermelhas. Fonte (NARAYANAN et al., 2020) adaptado.
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Em ambientes fisiologicos, as células superam os niveis de ERO ao
equilibrarem a sua geragéo com sua eliminagao, por meio de um sistema oxidante (Figura
2), dentre eles, complexos de proteinas da familia das PDI (GREK; TOWNSEND, 2014).
O excesso de ERO afeta a dindmica do citoesqueleto e pode danificar as proteinas
celulares e o DNA, levando a morte celular (SIMON et al., 2000). As células tumorais,
induzem altos niveis de ERO do que suas contrapartes normais, devido a seu alto
metabolismo e sintese proteica, de forma que a inibicdo dos mecanismos oxidantes,
como a inibicao da PDI, sdo mais danosos nas células tumorais que em células normais
(KAUSHIK et al., 2015).
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Figura 2. Visdao esquematica geral da paisagem antioxidante na célula e os moduladores
correspondentes dos principais participantes. As espécies reativas de oxigénio (ERO) ativam a via de
sinalizagdo Nrf2-Keap1, resultando na indugdo dos elementos de resposta antioxidante (RAO) por Nrf2 no
nucleo. A RAO compreende o sistema glutationa (GSH), o sistema peroxirredoxina-tiorredoxina e enzimas
antioxidantes, como NADPH desidrogenases [quinona], superdxido dismutases e catalase. No sistema
GSH, a atividade sequencial da glutamato cisteina ligase (GCL) e da glutationa sintetase (GSS) produz o
tripeptideo GSH. As glutationa peroxidases (GPx), que geralmente sao selenoproteinas, usam GSH para
eliminar ERO, resultando em dissulfeto de glutationa (GSSG). A glutationa redutase (GSR) regenera GSH
usando FAD e NADPH. GSH também é usado para conjugacgédo pela glutationa S-transferase (GST) em
processos de desintoxicagao celular. No sistema peroxirredoxina-tiorredoxina, as ERO sao eliminadas pela
peroxirredoxina (PRDX), resultando na oxidagao da cisteina peroxidatica de PRDX em acido sulfénico ou
ligagbes dissulfeto. A superoxidacdo produz acido sulfinico ou irreversivel. A tiorredoxina (TXN) e a
selenoproteina tiorredoxina redutase (TxR) regeneram PRDX usando FAD e NAD (P) H. Nomes de
inibidores e ativadores farmacéuticos e experimentais séo apresentados, e os locais-alvo correspondentes

séo indicados por linhas vermelhas ou setas azuis, respectivamente. Fonte: (NARAYANAN et al., 2020)
adaptado.
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O RE é uma rede intracelular de membranas que esta envolvida em uma
variedade de processos fisiolégicos basicos: em particular, sintese de proteinas,
processamento poés-traducado, dobramento e transporte de proteinas, bem como
sinalizagéo de Ca®* e bioenergética em locais de contato mitocondria-RE (FAN; SIMMEN,
2019). O RE € um componente importante no ambiente redox da célula, que compreende
a NADPH oxidase e a via Ero1a-PDI de dobramento de proteinas (ZEESHAN et al., 2016)
como as duas fontes principais de ERO. Um componente dessa via € a PDI que € uma
proteina abundante no RE, e € o membro fundador de uma familia de 20 proteinas
relacionadas no RE e essencial para o enovelamento de proteinas no RE (ALI KHAN, H.;
MUTUS, B., 2014).

CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA
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2. REFERENCIAL TEORICO

21. A Proteina Dissulfeto Isomerase

A PDI é o membro protétipo de uma familia de enzimas oxidorredutase,
denominadas como familia das PDIs, cuja fungao principal é catalisar o enovelamento
redox de proteinas no lumen do RE (ELLGAARD; RUDDOCK, 2005) além da atividade
de chaperona. Com base numa estrutura multi-dominio, as fungdes de oxidagao, redugao
e isomerizagao de pontes dissulfeto realizadas pela PDI requerem tidis vicinais nos seus
motivos cataliticos, determinados pela sequéncia de aminoacidos CGHC, localizados nos
dominios a e a' (NOIVA, 1999), além da ligagao do substratos a um bolsdo hidrofébico
localizado no dominio b’ (PIRNESKOSKI et al., 2004) como descritos na figura 3.
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Figura 3: Dominios, composigao e estrutura tridimensional da PDI. (A) Os Dominios semelhantes a
tiorredoxina sdo mostrados como retangulos arredondados, os dominios de cor roxa sao dominios
cataliticos (a e a') e os de cor verde, dominios ndo cataliticos (b e b'). As sequéncias do local ativo estao
evidenciadas. (B). As hélices (a) sdo mostrados em vermelho, os fios (B) em amarelo e as conexdes em
verde. As cisteinas do sitio ativo estdo representadas como esferas roxas. Fonte: (APPENZELLER-
HERZOG; ELLGAARD, 2008) Adaptado. (C) Reagdes de oxidagao, redugao e isomerizagado promovidas
pela PDI. Fonte: (ALI KHAN, HYDER; MUTUS, BULENT, 2014) adaptado.
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As proteinas da familia PDI compartilham pelo menos um dominio semelhante
a tiorredoxina que contém um par de cisteina catalitica como parte de um motivo CXXC
candnico (DARBY; CREIGHTON, 1995). Os dominios cataliticamente ativos de PDI
catalisam uma reacdo de troca tiol-dissulfeto com cisteinas de proteinas clientes
nascentes (Figura 3), resultando na quebra, formagdo ou isomerizagdo de ligacdes
dissulfeto (HATAHET; RUDDOCK, 2009).

Esta reacdo catalisada pela oxidorredutase também requer a atividade da
dissulfeto oxidase 1a ligada a membrana do reticulo endoplasmatico (Ero1a do inglés
Endoplasmic Reticulum Disulphide Oxidase 1a), uma oxidorredutase dependente de
Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD) (BENHAM et al., 2013; TU; WEISSMAN, 2002;
WANG et al., 2009). Um subproduto da via de dobramento da proteina oxidativa Ero1a-
PDI é H202, que contribui para um ambiente ligeiramente oxidativo dentro do RE,
caracterizado por uma alta propor¢ao GSSG:GSH (APPENZELLER-HERZOG, 2011).

Em condicdes fisioldgicas, a expressdo de PDI é rigidamente regulada, no
entanto, as células cancerigenas exigem niveis mais elevados de PDI para lidar com o
estresse significativo do reticulo e um aumento global na sintese de proteinas para
sustentar a rapida proliferacédo (GREK; TOWNSEND, 2014).

O envolvimento fisiopatolégico da PDI extracelular e intracelular fornece uma
oportunidade para tratar doengas pela inibicdo da PDI (Figura 4), gerando um interesse
crescente no desenvolvimento terapéutico e no conhecimento cada vez maior da
estrutura e propriedades dela, havendo um avanco significativo na descoberta de novos

inibidores da PDI nos ultimos anos.
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Figura 4: Papéis fisiopatolégicos da superﬂme celular e da proteina dissulfeto isomerase
extracelular. PDI na superficie celular e em compartimentos extracelulares constituem um pool unico de
tiol isomerase e oxidorredutase. As alteragdes das ligagdes dissulfeto por PDI nestes locais representam
um novo mecanismo pelo qual a regulagdo redox de sulfidrilas criticas em diferentes componentes
moleculares controla sinergicamente as atividades celulares e supracelulares sob varias condigcoes
fisiologicas e fisiopatoldgicas, incluindo, mas n&o se limitando a formagao de trombo, progressao do cancer,
infecgdo por patdgenos, respostas inflamatoérias, remodelacao vascular e doengas eritrocitarias. Fonte:
(XU, X. et al., 2021) adaptado.

Até o momento, varios agentes foram identificados para inibir as fungdes de
PDI, isso inclui compostos sintéticos, antibioticos, metabdlitos vegetais, anticorpos
neutralizantes e horménios (XU, S.; SANKAR; NEAMATI, 2014). Esses inibidores tém
como alvo as cisteinas do sitio ativo, interferem com a interagcdo PDI-substrato ou
induzem mudanca conformacional alostérica para amortecer a atividade da PDI
(FLAUMENHAFT; FURIE; ZWICKER, 2015).

2.2. Regulacao da PDI de superficie celular e seus efeitos fisiopatolégicos
Em estudos recentes realizados por XU e colaboradores (2021) concluiram

que a localizagao peculiar de PDI na superficie celular e compartimentos extracelulares
confere papéis unicos em diferentes cenarios fisiopatoldégicos e com o surgimento de

novos substratos da PDI, o significado biolégico e clinico da PDI extracelular sera mais
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apreciado pela compreensao do seu envolvimento na mediagdo de vias moleculares e
progressao da doenga. Um mecanismo comum que emerge de diferentes configuragdes
fisiopatologicas é que a PDI extracelular comanda sinergicamente a regulagao redox de
sulfidrilas criticas de proteinas da superficie celular, alterando sua fisiologia.

A regulagéo positiva de PDI, foi documentada em varias células de cancer
humano, incluindo ovario, prostata, pulmé&o, linfoma, glioma, leucemia mielocitica aguda
e melanoma (GOPLEN et al., 2006). A PDI da superficie celular esta associada a tumores
invasivos e seu bloqueio, com anticorpos anti-PDI ou inibidores de PDI, reduziram a
migragao e invasao de células tumorais (Figura 5), mostrando a PDI da superficie celular
como ativadora de vias apoptoticas induzidas por bloqueio da adesao celular mediada
por integrinas de adesdo (SLISKOVIC; MUTUS, 2006).
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Figura 5: Os papéis protetores ou apoptéticos de PDI sdo regulados pela localizacdo subcelular de
PDI, ambiente redox e grau de estresse do reticulo endoplasmatico. Quando proteinas nao
dobradas/dobradas incorretamente se acumulam no limen do RE, o estresse do RE dispara a UPR. UPR
transiente induz vias de sobrevivéncia celular, enquanto uma UPR prolongada induz vias apoptoticas. PDI
medeia o dobramento adequado de proteinas. Sob estresse oxidativo ou nitrosativo (como visto em
disturbios neuronais), a S-glutationilagéo ou S-nitrosilagao de PDI inibe o dobramento de proteina normal
e induz a ativagao de estresses de RE. UPR prolongado contribui para o acumulo de proteinas aberrantes
e apoptose celular. Chaperonas luminais do RE localizados fora do limen do RE podem ter papéis pro-
apoptoéticos. No entanto, em algumas linhas celulares, a superexpressdo de construtos de PDI sem a
sequéncia de retencdo KDEL RE aumentou a sobrevivéncia celular apdés a indugdo de estimulos
apoptoticos. A expressao elevada de PDI de superficie celular esta associada a tumores invasivos de alta
geragao, sugerindo que PDI de superficie celular pode ter fungao na mediagao de vias apoptoticas. Fonte:
(GREK; TOWNSEND, 2014) adaptado.
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Em contrapartida, Inibidores da PDI permeaveis a membrana celular podem
levar a inibigdo intracelular de PDI no RE e UPR (UPR - do inglés unfolded protein
response), 0 que € necessario para os efeitos antineoplasicos de alguns inibidores de
PDI (XU, S. et al., 2014). A medida que nosso conhecimento sobre os papéis
fisiopatologicos da PDI extracelular continua crescendo, uma triagem e caracterizagao
de novos inibidores seletivos para PDI extracelular estabelecerdao as bases para o
desenvolvimento terapéutico futuro para direcionar a PDI em mais condigbes de doenca
(XU, X. et al., 2021) com o direcionamento para a via de dobramento da proteina Ero1a-
PDI no céancer.

Mais recentemente, varias moléculas pequenas e compostos naturais foram
identificados como novos inibidores de PDI, como os bepristats, uma classe de pequenas
moléculas que visam reversivelmente o dominio b' de PDI foi identificada (BEKENDAM
et al., 2016). Da mesma forma, ML359, um inibidor PDI reversivel de segunda geracao
que tem como alvo o fragmento b'x, foi relatado como sendo 10 vezes mais potente do
que a quercetina-3-rutinosideo (FLAUMENHAFT et al., 2015). Outro exemplo recente de
inibidor natural de PDI & a miricetina, um dos principais flavonoides encontrados na planta
medicinal Syzygium cumini. A miricetina inibe PDI e ERpS, mas ndo ERp72 ou ERp57,
potencialmente por meio de uma interagao n&o covalente com o dominio catalitico da PDI
ou ERp5 (GASPAR et al., 2019).

2.3. Inibidores da PDI

Estudos tem mostrado que os inibidores de PDI: (i) induzem ERO; (ii)
acumulam ERO nos tecidos tumorais; (iii) mostram a eficacia in vivo em xenoenxertos
em camundongos; e (iv) ndo apresentam toxicidade em animais. Portanto, acredita-se
que a PDI é um alvo importante para tratamento antineoplasico (XU, S. et al., 2014). Uma
série sintetizada de compostos de PACMA (acido propinoico de carbamoilmetilamidas)
demonstrou atividade citotoxica em cancer de ovario humano in vitro e in vivo por um
mecanismo envolvendo a inibi¢ao de PDI (XU, S. et al., 2012). Inibidores da PDI de baixo
peso molecular, que se ligam ao seu sitio ativo, mostraram ter potencial para melhorar a

eficacia da quimioterapia no melanoma, pois a inibicdo da PDI nessas células induz a
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sua apoptose (LOVAT et al., 2008) e inibe a invasao de células de glioma (GOPLEN et
al., 2006). Evidéncias crescentes sugerem que a inibicdo da PDI tem um papel
terapéutico contra a progressao do cancer (XU, S. et al., 2014).

A quercetina-3-rutinosideo, um flavonoide naturalmente encontrado nas
plantas, € identificado como um inibidor reversivel de PDI (JASUJA et al., 2012), ele
bloqueia o reconhecimento do substrato ligando-se ao fragmento b’x da PDI, inibindo
assim sua atividade de oxidorredutase (LIN et al., 2015), além disso, a quercetina-3-
rutinosideo bloqueia seletivamente a PDI sobre outras tiol isomerases, como ERp57,
ERpS e ERp72. Dada a sua baixa permeabilidade da membrana, a quercetina-3-
rutinosideo tem como alvo predominantemente PDI extracelular e inibe a formacgao de
trombos (JASUJA et al., 2012).

De forma semelhante ao da quercetina-3-rutinosideo, o peptideo sintético
CxxCpep, mimético ao motivo catalitico da PDI (CGHC), se liga a cisteina 400 do dominio
a’ da PDI da superficie plaquetéria ativada e promove atividade antiagregante plaquetaria
(SOUSA et al., 2017). PACMA 31 (carbamoil-metil-amidas de acido propindico) € um
inibidor de PDI irreversivel ao direcionar as cisteinas do sitio ativo no dominio a' (XU, S.
etal., 2012), sendo permeavel as células e induz citotoxicidade ao inibir a PDI intracelular
para suprimir o crescimento do tumor ovariano. Avaliagbes mais abrangentes sobre os
inibidores de PDI, suas estruturas e propriedades moleculares foram publicadas
(FLAUMENHAFT et al., 2015; XU, S. et al., 2014).

Apesar do progresso substancial na descoberta de novos inibidores de PDI, o
desenvolvimento terapéutico de inibidores reversiveis que sao seletivos para PDI
extracelular permanece um desafio. Em primeiro lugar, a estrutura altamente homadloga
dos dominios TRX cataliticos compartilhados entre diferentes membros da familia das
tiol isomerase € um problema pois embora haja sobreposi¢cao funcional entre PDI
extracelular e outras tiol isomerases em alguns cenarios fisiopatoldgicos, como trombose
(ESSEX; WU, 2018), um inibidor seletivo de PDI, mas nao das outras tiol isomerases,
seria util para bloquear eventos que envolvem apenas PDI. Em segundo lugar, a
permeabilidade celular associada a muitas pequenas moléculas inibidoras de PDI pode

ser um risco pois, uma vez que PDI no espacgo extracelular pode ser mais receptivo as
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suas contrapartes intracelulares no ER, onde sédo enriquecidos em altas concentragdes
(FLAUMENHAFT et al., 2015), a inibigao de PDI extracelular ndo requer permeabilidade
celular ou alta dose de inibidor.

24, A miricetina e seus efeitos em células neoplasicas

A miricetina, um dos polifenois mais estudados, esta presente em abundancia
em varias frutas e vegetais e apresenta diversas propriedades farmacolégicas. A acao
biolégica multifacetada da miricetina contra a heterogeneidade do tumor torna-a um
agente anticAncer impressionante, cuja eficacia foi confirmada por um numero
esmagador de estudos (BARZEGAR, 2016). A miricetina mostra seu potencial
terapéutico ao direcionar e modular a expressao de varios alvos moleculares (Figura 6)
que estdao envolvidos na inflamagao, proliferacédo celular, apoptose, angiogénese,
invasao e metastase (DEVI et al., 2015). A miricetina impede a progressao do tumor
induzindo a apoptose por via intrinseca e extrinseca, ativando/inativando varias vias de
sinalizagéo e reativando varios genes supressores de tumor (STOLL et al., 2019). Além
disso, a biodisponibilidade aumentada de miricetina por meio de conjugagéo e sua
eficacia aumentada como um agente anticancer quando usado em combinagéao também
sado destacadas (HASSAN et al., 2017).

A miricetina tem o potencial de direcionar varios eventos para obstruir a
progressao do tumor, induzir a morte celular e prevenir metastases conforme
estabelecido de estudos in vitro. Com a pesquisa em andamento sobre a miricetina, estao
surgindo novas moléculas derivadas da miricetina através de ensaios in silico (JIANG et
al., 2019) e alvo que levardo a quimioprevengao ao préximo nivel no tratamento do cancer
(AFROZE et al., 2020). Mas ainda ha um numero limitado de estudos disponiveis para
validacao de seus efeitos in vitro no modelo in vivo. A miricetina foi considerada eficaz e
mostrou sinergismo com varios outros polifenois, bem como quimioterapicos quando
usados em combinagdo (AMARARATHNA; JOHNSTON; RUPASINGHE, 2016).
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Figura 6: A miricetina afeta as células cancerigenas modulando a expressdo de varios alvos
moleculares. A miricetina altera a regulagdo de proteinas que controlam a atividade de varias
caracteristicas do cancer, como angiogénese, proliferagdo celular, inflamagéo, ciclo celular, apoptose,
metastase e imunomodulagdo. Fonte: (AFROZE et al., 2020). Adaptado.

No entanto, mais estudos precisam ser executados para avaliar seu indice
quimioterapico, melhorar sua biodisponibilidade e solubilidade aquosa que limitam a
aplicagcéo da miricetina como um agente anticancer em testes in vivo, bem como o perfil
de toxicidade da miricetina contra células normais precisa ser mais explorado (NOWAK;
OLECH; NOWACKA, 2014). Mesmo que existam rotas alternativas para aumentar sua
entrega e melhorar sua biodisponibilidade, ou seja, a inclusdo de HP-B-CD/miricetina e
forma encapsulada (YAO et al., 2014), mais estratégias precisam ser desenvolvidas para
otimizar a entrega e avaliar a farmacocinética para melhorar seu potencial terapéutico
(AFROZE et al., 2020). Uma estratégia que vem ganhando destaque é a exploragao de
seu efeito inibitério sobre a PDI de superficie celular que regula as integrinas adesivas
de células tumorais e, consecutivamente, indugao da apoptose (SUYENAGA et al., 2014).

Sob o aspecto molecular, a inibicdo da PDI superficial e extracelular incluem
(mas nao se limitam) a transporte de espécies redox ativas e dissociacdo de complexos

de proteinas, regulacdo da protedlise, controle alostérico de receptores de adesao,



31

principalmente a classe de selectinas, integrinas adesivas e proteinas de matriz. Sao
necessarias mais investigagdes para caracterizar as interagdes PDI-proteinas de adeséao

no contexto de condi¢des fisiopatoldgicas e sua relevancia clinica (XU, X. et al., 2021).

2.5. Integrinas adesivas e seus mecanismos de regulagao celular

A invasao das células tumorais circulantes depende de sua capacidade de se
anexar ao endotélio vascular de diferentes 6rgaos distantes e essas interagdes sao
suportadas por moléculas de adesdo embutidas na membrana celular. Duas familias
ganham protagonismo como moléculas cruciais na adesdo celular envolvidas da invaséo
de células tumorais e metastase, a saber: (i) as selectinas (LAUBLI; BORSIG, 2010) e (ii)
integrinas (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010). As integrinas sao receptores de
glicoproteinas responsaveis pela fixagao das células as proteinas da matriz extracelular
(MEC do inglés Extracellular Matrix), como a fibronectina, fibrinogénio, vitronectina,
lamininas, colagenos, plasminogénio, osteopontina e fator de von Willebrand (PLOW et
al., 2000).

Aligacéo celular dependente das integrinas as proteinas MEC inicia a ativagao
das vias de sinalizacdo que regulam o comportamento e a motilidade das células
(HEGERFELDT et al., 2002). Entre as diferentes integrinas, sao principalmente as
expressdes de aVB3, aVB5, a5p1, a2B1 e a6B4 que estdo associadas a progressao
metastatica em melanoma, carcinoma de mama, préstata, pancreas e cancer de pulmao
(DESGROSELLIER; CHERESH, 2010). Apesar das fungbes que desempenham no
contato com as proteinas da MEC, as integrinas sdo importantes mediadores da adesao
celular a ligantes extracelulares e podem transduzir sinais bioquimicos para dentro
(outside in) e para fora (inside out) das células e regular mecanismos de sobrevivéncia e
apoptose (Figura 7).

Os dominios citoplasmaticos das integrinas interagem com diversas proteinas
estruturais e de sinalizagdo e consequentemente participam da regulagdo da forma,
motilidade, crescimento e diferenciagdo celular (WIERSMA et al., 2015). Células de
cancer de mama altamente metastaticas (MDA-MB-231), expressam niveis mais

elevados de 0231 em comparagao com células de cancer de mama nao invasivas MCF-
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7 (TAHERIAN et al., 2011). Além disso, a21 simula a ligagédo de MDA-MB-231 as células
endoteliais, promovendo a fosforilagdo de VE-Caderina e a dissociagao de B-catenina do
complexo VE-Caderina (Figura 8). Este processo esta envolvido na interagéo célula-
célula e pode ser promovido pela cascata de sinalizacdo H-Ras/Raf/MEK/ERK. Foi
sugerido que a diferenga na expressao da integrina de o231 € uma das inumeras
caracteristicas responsaveis pelo carater altamente metastatico do MDA-MB-231
(HAIDARI et al., 2012).
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Figura 7: Sobrevivéncia mediada por integrina versus vias apoptéticas. As integrinas podem,
paradoxalmente, iniciar sinais pré-sobrevivéncia, bem como pré-apoptéticos. A via mais ativa depende do
estado de ligagéo das integrinas de superficie expressas por uma determinada célula. Em uma célula na
qual a maioria das integrinas estéo ligadas, uma via proé-sobrevivéncia é iniciada através do aumento do
fator nuclear-kB (NF-kB) ou atividade PI3K-AKT, diminuicdo da ativagéo de p53 e aumento da expresséo
das moléculas pro-sobrevivéncia BCL-2 e FLIP (também conhecido como CFLAR). A sinalizagéo
cooperativa entre os receptores do fator de crescimento e as integrinas também ativa o Raf
diferencialmente, levando a mecanismos distintos de sobrevivéncia celular. A sinalizagao através da
integrina avB3 e do receptor do fator de crescimento de fibroblastos promove a fosforilagdo de Ser338 e
Ser339 de Raf, protegendo as células da via intrinseca de apoptose, e a integrina av35 e o receptor 2 do
fator de crescimento endotelial vascular fosforilam Tyr340 e Tyr341 de Raf, evitando a apoptose pela via
extrinseca. Em células aderentes nas quais muitas das integrinas nao estado ligadas, as integrinas nao
ligadas iniciam a clivagem da caspase 8, desencadeando a apoptose através da morte mediada por
integrina (MMI). Na perda completa de adesdo, a morte celular é iniciada por meio de um processo
denominado anoikis. A apoptose induzida por anoikis pode prosseguir pelas vias intrinsecas ou
extrinsecas. Matriz extracelular (MEC); Receptor Tirosina Quinase (RTK), desencadeiam a apoptose
através da morte mediada por integrina (MMI). Na perda completa de ades&o, a morte celular ¢ iniciada
por meio de um processo denominado anoikis. Fonte: (DESGROSELLIER; CHERESH, 2010) adaptado.
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A natureza invasiva do MDA-MB-231 também pode estar relacionada a
expressao da integrina aV33, que € muito pouco expressa no MCF-7 (TAHERIAN et al.,
2011). A integrina aVB3 demonstrou estar envolvida no crescimento e na capacidade de
invasao do melanoma pulmonar metastatico (FILARDO et al., 1995), cancer de mama
(FELDING-HABERMANN et al., 2001) e cancer de prostata (MANES et al., 2003). Em
células MDA-MB-231, aVB3 desempenha um papel importante na adesao celular e
ativagdo dependente da tensao de cisalhamento de aV3, a integrina leva a imitagdo do
sinal PI3K/AKT, resultando consequentemente na superexpressao de MMP-2, MMP-9 e
VEGF. Um efeito semelhante pode ser observado na presencga de plaquetas ativadas por
trombina (ZHAO et al., 2014).

As integrinas também estdo envolvidas nas interagdes entre as células
cancerigenas e as plaquetas, que € outro estagio importante do processo metastatico
(DARDIK et al., 1998), gerando uma camada protetora de plaquetas ao redor da massa
de células metastaticas, evitando o reconhecimento imune das células neoplasicas pelas
células NK e linfécitos TCD8 positivas, um importante mecanismo de destruicdo de
células tumorais pelo sistema imune (MENTER et al., 2017).

As células tumorais circulantes reengajam plaquetas adicionais, o que facilita
a adesao parada e extravasamento das células tumorais e metastases, mediadas pelas
integrinas allbB3 plaquetaria e aVB3 de células tumorais (MDA-MB-231), intercalados por
uma molécula de fibrinogénio (Figura 8). Este processo, junto com os estados
hipercoagulaveis associados a malignidade, € amplificado pela producdo de IL-6 em
tumores que estimulam a produgéao de trombopoietina no figado e elevam o numero de
plaquetas circulantes por trombopoiese na medula éssea. Essas interagdes complexas e
o papel de "primeira resposta" das plaquetas durante diversos estresses fisioldgicos
fornecem um alvo terapéutico util que merece uma exploragdo mais aprofundada

A ativagao das integrinas sao intensamente influenciadas pelas isomerizagoes
de pontes dissulfeto, demonstrado nos receptores aV3 (SWIATKOWSKA et al., 2008),
allbB3 (SWIATKOWSKA et al., 2010) a11(POPIELARSKI et al., 2018) e 31 (CHEN et al.,
2015). A ativacao dessas integrinas pode ser desencadeada por modificacbes das

ligacdes dissulfeto extracelulares. Este processo € promovido pela PDI ou pelas proprias
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integrinas, uma vez que alguns receptores de integrina tém uma atividade de tiol

isomerase endogena (ZHU, G. et al., 2017).
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Figura 8: Integrinas na resposta do hospedeiro ao cancer. As integrinas expressas em muitos tipos de
células associadas a tumores tém papéis cruciais no aumento da progressao e metastase do tumor. Nas
células endoteliais, as integrinas regulam a migragao, proliferacdo e sobrevivéncia necessarias para a
angiogénese (etapa 1). A interagdo entre pericitos e células endoteliais é crucial para a estabilizagdo dos
vasos neoformados durante a angiogénese. A ligagao da integrina a4B1 em células endoteliais a molécula
de adesdo de células vasculares 1 (VCAM1) em pericitos desempenha um papel importante no
recrutamento de pericitos para a neovasculatura (etapa 2). Células mieloides e monécitos em tumores
primarios contribuem para a progressao da doenga pela secre¢do de citocinas e fatores de crescimento
(GFs) que iniciam a angiogénese e a migragao de células tumorais (etapa 3). Varios estudos demonstraram
que as integrinas tém um papel essencial no direcionamento de células mieloides e mondcitos a tumores.
A infiltragdo de fibroblastos no tumor primario, conhecida como desmoplasia, também contribui para a
progressao do tumor por meio do aumento da secregéo do fator de crescimento (etapa 4). Além disso, os
fibroblastos invasores depositam grandes quantidades de colageno que pode resultar em resisténcia a
terapia em alguns tumores (etapa 5). Um estudo recente mostrou que integrinas, como a1131, séo
reguladores cruciais da secregao de fator de crescimento por esses fibroblastos. A expressao plaquetaria
de allbB3 pode ser importante para interagir com as células tumorais através de uma ponte de fibrinogénio,
possivelmente auxiliando na disseminagdo metastatica (etapa 6). Fonte: (DESGROSELLIER; CHERESH,
2010) adaptado.

Popielarski e colaboradores (2019) analisaram trés linhas de células
cancerigenas: MCF-10A, MCF-7 e MDA-MB-231 foram analisadas para explorar o papel
das trocas de tiol-dissulfeto na adesao e migracao do cancer de mama para o endotélio.
O efeito de bloqueio de inibidores de PDI e bloqueadores de tiol livre na adesao e

migragdo do cancer de mama sugere que PDI ou talvez outras dissulfeto isomerases
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semelhantes a tiorredoxina estao envolvidas na metastase do cancer de mama mediada
por integrinas (POPIELARSKI et al., 2019).

2.6. Metastase de Células Cancerigenas

Uma vez que o tumor foi estabelecido e progrediu de forma eficaz, o proximo
passo natural é desenvolver metastase. A metastase € um processo formado por uma
sequéncia complexa de eventos envolvendo multiplas interagdes entre células
cancerigenas e outros tipos celulares e biomoléculas encontradas no microambiente
tumoral, que é delimitado pela MEC. Dentre a diversas interagdes, se destacam a
interacdo mutua das células cancerigenas, com células endoteliais e plaquetas (BURR
et al., 2020; MASSAGUE; OBENAUF, 2016).

Os tumores solidos tém sido associados a formacgao de trombos, embora a
patogénese dessa associagédo nao tenha sido totalmente elucidada e seja provavelmente
diversa. Sabe-se que os émbolos de células tumorais na corrente sanguinea n&o sao
formados apenas por células neoplasicas, mas também por plaquetas e fibrina, com as
quais formam um complexo (ARORA et al., 2017).

As células cancerigenas também podem formar estruturas de membrana
celular na forma de protuberancias dinamicas ricas em actina, chamadas invadopaodios,
que lhes conferem motilidade. Além do nucleo de actina, os invadopddios contém outras
proteinas relevantes, como contractina, cofilina, talinas, vinculinas e integrinas,
(ALBIGES-RIZO et al., 2009). Eles também contém varias enzimas MMP, como MMP-2
e MMP-9 e proteinas da familia ADAM que podem degradar a matriz extracelular e
penetrar no estroma da MEC circundante e nas membranas basais, uma etapa essencial
no processo metastatico (JACOB; PREKERIS, 2015). O ativador dessas alteragcdes na
membrana celular é a ligacao inicial a MEC e os fatores que regulam a formacao de
invadopddios dentro do tumor que incluem fatores de crescimento, hipdxia, quimiocinas,

atividade enzimatica degradante e receptores de adesédo (MASI et al., 2020).
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27. Contribuicao das Plaquetas para o Desenvolvimento do Cancer
As interagbes entre células cancerigenas e plaquetas fortalecem o
desenvolvimento do cancer, angiogénese e metastase (Figura 9). Suas interacbes sao a
razao para hipercoagulagao e aumento dos riscos de trombose em pacientes com cancer
(DURAN-SAENZ et al., 2022).
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Figura 9: Contribuicado das plaquetas no desenvolvimento do cancer. As células cancerigenas perdem
suas jungdes celulares e viajam pelos vasos sanguineos (extravasamento), tornando-se células tumorais
circulantes (CTC). As plaquetas ajudam a prevenir anoikis, ajudam as células metastaticas a evitar a forga
de cisalhamento quando extravasam e conferem moléculas do principal complexo de histocompatibilidade
MHC na superficie do tumor para evitar sua eliminagéo pelo sistema imunoldgico. Fonte: (DURAN-SAENZ
et al., 2022) adaptado.

As plaquetas encontradas no microambiente tumoral como consequéncia da
criagdo de novos vasos sanguineos defeituosos e permeaveis, sado ativadas e liberam
uma série de citocinas, fatores de crescimento e fatores, como VEGF, CCL5, PDGF,

TGFB, PG, TPM3, LPA, PF4, PAF, e HGF, que promovem a transicao endotelial-
mesenquimal (TEM) (MENDOZA-ALMANZA et al., 2020).



37

A metastase comeca quando as células cancerigenas invadem a matriz
extracelular do tumor e migram para locais distantes através dos vasos sanguineos ou
linfaticos apés a quebra desse tecido adjacente (FARES et al.,, 2020). As células
cancerigenas migratorias ja passaram por um processo no qual perdem suas jungdes
intracelulares e polaridade apical, mudando morfologicamente para um tipo mesenquimal
e adquirindo novas capacidades metabdlicas e funcionais invasivas. Este processo é
chamado de Transicao Epitelial-Mesenquimal (TEM). Gandalocova e
colaboradores demonstraram que as células cancerigenas tém contato com as
plaquetas, bem como elas suportam a TEM das células as qual as plaquetas fazem
contato (GANDALOVICOVA et al., 2016).

Outro estudo mostrou que as células cancerigenas s6 foram geradas quando
as plaquetas foram liberadas e que as assinaturas de expressdo génica associadas a
TEM e a progresséo do tumor foram enriquecidas. Esses mesmos autores demonstraram
por microscopia eletrénica que as células tumorais que entram em contato direto com as
plaquetas podem incorporar partes delas, incluindo o Complexo de Histocompatibilidade
Maior de classe | (MCH do inglés Major Histocompatibility Complex) e integrinas
plaquetérias como a allbf3 e aVB3 (LABELLE; BEGUM; HYNES, 2011).

Um estudo mais recente demonstrou que o contato direto entre plaquetas
isoladas de pacientes com céancer gastrico avangado e células tumorais de cancer
gastrico induziu processos de migracao, invasdo, adesao e expressdo de MMP-9 em
células tumorais. Agregados plaquetarios extravasados foram evidenciados em partes
invasivas de amostras clinicas de bidpsias de cancer pancreatico humano. Esses
agregados estao associados a marcadores para os primeiros passos da TEM, como o
aumento da expressdo de Snaill e a redugcdo da E-caderina. Ishikawa e
colaboradores relataram que em 60% das amostras de uma coorte japonesa de
pacientes com cancer de mama HER-2 negativo (amostras de bidpsia), as plaquetas
foram encontradas diretamente ao redor das células tumorais primarias e que essas
células tumorais mostraram a expressao de marcadores de TEM (SAITO et al., 2021)

Gragas ao revestimento de plaquetas nas Células Tumorais Circulantes

(CTCs), a TEM pode ocorrer através do contato direto entre receptores e ligantes que se
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encontram na superficie da membrana de ambas as células, como a integrina allbp3-
aVB3 e com a P-selectina plaquetaria (Figura 10). Uma vez que os CTCs conseguem
sobreviver no sistema circulatério com a ajuda das plaquetas, eles cumprem o objetivo
de criar focos metastaticos. As plaquetas suportam o processo de angiogénese por meio
de fatores como o VEGF-A expresso nas plaquetas. As interagdes entre plaquetas e
células tumorais desencadeia a ativagao plaquetaria pela integrina allbf3, onde pode se
ligar ao fibrinogénio, fibrina ou VWF (DURAN-SAENZ et al., 2022).
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Figura 10: As Células Tumorais Circulantes (CTCs) induzem a Ativagdo Plaquetaria Induzida por
Células Tumorais (APICT). e as plaquetas ativadas reunem e protegem as CTCs do estresse de
cisalhamento e das células natural killer. Finalmente, as plaquetas estimulam a resisténcia ao CTC anoikis_,
transigao epitelial-mesenquimal, angiogénese , extravasamento e, eventualmente, metastase. Fonte: (LIU
et al., 2021) adaptado.

Para que a vasculatura prolifere no tumor, € necessaria a proliferacao de
células endoteliais, que sao dependentes de VEGF-A. O regulador primario do VEGF-A
sdo as plaquetas que desempenham um papel critico na angiogénese e no

extravasamento de células cancerigenas no sistema circulatorio (VAN ZIJL; KRUPITZA;
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MIKULITS, 2011). Uma vez que as células cancerigenas atingem a morfologia
mesenquimal, sua passagem entre a camada endotelial da vasculatura tumoral e o limen
vascular é muito mais facil. Esta etapa de extravasamento é suportada pela sinalizacao
localizada e transitoria de TGF- e pela expressdao de VEGF por plaquetas e seus
receptores em células tumorais (CHIANG; CABRERA; SEGALL, 2016).

Quando as células cancerigenas conseguem entrar na corrente sanguinea, as
plaquetas sado seu principal mecanismo de defesa contra a for¢ca de cisalhamento e o
sistema imunoldgico circulante (figura 11), principalmente as natural killers (DASGUPTA;
LIM; GHAJAR, 2017). A forma como as plaquetas cobrem a CTC comega com o
reconhecimento entre os receptores e os ligantes encontrados na superficie da
membrana de ambas as células (LOU et al., 2015; MENDOZA-ALMANZA et al., 2020).
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Figura 11: Moléculas de Adesao Celular (MAC) contribuem para a metastase . As MACs promovem
metastases das seguintes maneiras: 1. medeiam a adesao mecanica entre plaquetas e entre plaquetas
e CTCs , como integrina , avB3, allbp3, a2B1 e GPVI ; 2. promover a degranulagao plaquetaria para liberar
citocinas ou ATPs, como GPVI, podoplanina, P-selectina e avf3;e 3. promover CTC para regular
positivamente os genes associados a metastase e liberar metaloproteinases da matriz (MMPs), como av3,
a6B1 e P-selectina. Fonte: (LIU et al., 2021) adaptado.



40

As plaquetas transferem moléculas de MHC classe | para a superficie da célula
tumoral através do eixo GARP/TGFR para evitar o ataque do sistema imunolégico as
CTC. Este revestimento de CTCs por plaquetas pode formar micro coagulos
intravasculares. Todos os fatores conferidos pela plaqueta para a CTC proporcionam
firmeza na proliferagdo celular e na formagao de vasos sanguineos no microambiente
tumoral (LIU et al., 2021).

Uma vez que as CTCs tenham conseguido sobreviver no sistema circulatorio
com a ajuda das plaquetas (Figura 10), eles devem cumprir o objetivo de criar focos
metastaticos, de modo que devem deixar o sistema sanguineo e semear um segundo
tumor metastatico (LIU et al., 2021). As plaquetas estimulam o extravasamento liberando
ATP de seus granulos densos apds a ativagdo, que modula as jungbes endoteliais e o
citoesqueleto endotelial para induzir a quebra da barreira endotelial (STRILIC;
OFFERMANNS, 2017). Por fim, com toda a assisténcia recebida das plaquetas, as CTC
colonizam os locais dos tumores secundarios.

Desta forma, o presente trabalho levanta a hipétese que a inibicao da PDI pode
ser um mecanismo potencial de atividade antitumoral, evitando o escape tumoral por
indugdo de apoptose nas células neoplasicas induzidas pelo estresse oxidativo, redugao
da adesdo celular e interagdo plaqueta-célula tumoral em metastase. Diante disso,
utilizamos linhagens tumorais humanas de células mamarias, a saber: células epiteliais
de tecido mamario MCF-10 (ndo tumorigénica), células tumorais das linhagens de cancer
de mama MCF-7 (ER positiva), e MDA-MB-231 (triplo-negativa e invasivas) em culturas
3D, avaliando o impacto produzido pela inibicdo da PDI na viabilidade celular e adeséao
celular, interagdo célula tumoral-plaqueta e avaliagdo da produgdo de H202 e NO

associados aos mecanismos de apoptose.
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CAPITULO 2 - TESE EM MODELO TRADICIONAL
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo Geral
Investigar o efeito antitumoral através do mecanismo de inibigdo da PDI

induzindo o estresse oxidativo em modelo de microambiente tumoral.

3.2.

Objetivos Especificos
Avaliar a capacidade de inducédo de morte da miricetina em células tumorais
Estratégia de investigagcao: Avaliacdo de citotoxicidade aguda, subaguda e

cronica em cultura de células de cancer de mama por MTT.

Estabelecer o modelo de microambiente com linhagem humana normal e tumoral.

Estratégia de investigacao: Aplicagdo de modelo de cultura de células 3D.

Aferir a produgao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio.
Estratégia de investigagao: Sobrenadante das culturas das células para analise

colorimétrica de H202 e NO.

Determinar o impacto na interagdo de plaquetas com células tumorais pelo
tratamento com a miricetina.
Estratégia de investigagao: Avaliar microscopicamente a relacéo de plaquetas

aderidas as células tumorais, tratadas ou nao com miricetina.

Determinar o nivel de apoptose e autofagia em células tumorais e suas
contrapartes normais apos inibicao por miricetina.

Estratégia de investigagao: Determinacéo das células apoptoéticas por marcagao
da fosfatidilserina pelo indicador Anexina V e determinacao da autofagia com a

marcagao por laranja de acridina por citometria de fluxo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Manutenc¢ao das linhagens celulares

As linhagens humanas de células epiteliais de tecido mamario nao
tumorigénica (MCF10), células tumorais das linhagens de cancer de mama MCF-7 (ER
positiva) e MDA-MB-231 (triplo-negativa) e invasiva, foram mantidas conforme as
especificagdes descritas pela Colegédo de Culturas Celulares Americana (American Type
Culture Collection-ATCC). De forma geral, as células foram mantidas em frasco de
poliestireno de 75 e 150 cm?, em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB) a 10%, incubadas a 37°C e
atmosfera com 5% de CO2. No periodo de confluéncia as células foram tripsinizadas,
contadas, determinada a viabilidade e concentracbes ajustadas para uso em ensaios

subsequentes.

4.2. Cultura 2D

Apbds uma confluéncia celular adequada, de acordo com as recomendacgdes
da ATCC, as células cultivadas foram transferidas da garrafa de cultivo para uma placa
de 96 pocgos de fundo chato, que foi utilizada para a cultura da suspensao de células
tumorais, com uma concentracgao inicial ajustada para 5x10* células por pogo. Apds o
periodo de 24 horas necessario para a adesao celular em monocamada no fundo do
poco, os grupos de pogos foram tratados com concentragdes crescentes de miricetina (3,
10, 30 e 100 yM), comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e nao
tratado (CN). O efeito citotoxico de curto, médio e longo prazo foram avaliados com a
exposicao das células por periodos de 24, 48 e 72 horas ao tratamento, respectivamente.

O numero total de células vivas foi estimado usando o ensaio de MTT.

4.3. Cultura 3D
Para o estabelecimento da cultura 3D foi usado o modelo esferoide tumoral
multicelular 3D e executado conforme descrito por Friedrich e colaboradores

(FRIEDRICH et al., 2009), com modificagdes. Ao fundo de cada pogo da placa uma
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camada de gel de agarose a 2% em placa de 96 pogos, no volume de 50 pL/pogo. Para
a padronizacgao da densidade celular, as linhagens foram cultivadas isoladamente, como
monoesferoides, nas densidades de 5x10* células/mL. As células foram cultivadas por
quatro dias em atmosfera de 5 % de COz a 37°C para a formacao dos esferoides. Apds
esse periodo, com os esferoides ja formados, os pogos foram fotografados no
microscopio Nikon Eclipse TS100 nos aumentos de 40 e 100x. Apds mais trés dias (fase
de estabilizagéo) os esferoides foram novamente fotografados, tripsinizados ou fixados e
o sobrenadante celular foi armazenado em freezer -80°C até a realizagao das analises
(SALEH, 2017).

44. Tratamento da Cultura 3D

Durante o processo de estabelecimento da cultura 3D, foram empregados dois
tratamentos distintos: (i) tratamento no dia zero (dia de montagem da placa) com meio
acrescido de miricetina em concentragdes finais de 3, 10, 30 e 100 uM, além do controle
positivo de morte (DMSO 10%), com o objetivo de verificar o impacto do bloqueio da PDI
na formagéo das ligagbes entre proteinas adesivas e seus substratos na formagéo dos
esferoides (ii) tratamento no dia quatro (inicio da estabilizagdo do esferoide) com meio
acrescido de miricetina em concentragdes finais de 3, 10, 30 e 100 yM, além do controle
positivo de morte (DMSO 10%), com o objetivo de verificar o impacto do bloqueio da PDI

na estabilizagdo das liga¢des entre proteinas adesivas e seus substratos.

4.5. Avaliagao dos esferoides

4.5.1. Contagem dos esferoides: A contagem dos esferoides foi realizada pelas

imagens da cultura no quarto e sétimo dia de cultivo no microscépio Nikon
Eclipse Ti-U nos aumentos de 40 e 100x. A contagem dos esferoides foram
realizadas utilizando o software ImagedJ (Waine Rasband do National Institute
of Helth,USA).
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4.5.2. Diametro e morfologia dos esferoides: A avaliagdo do crescimento dos

esferoides foi realizada pelas imagens da cultura para analisar a area e o
diametro das estruturas no quarto e sétimo dia de cultivo microscépio Nikon
Eclipse Ti-U nos aumentos de 40 e 100x. A analise do didmetro e da
morfologia dos esferoides foram realizadas utilizando o software ImageJ
(Waine Rasband do National Institute of Helth,USA)

4.5.3. Viabilidade: Apos sete dias de cultivo os esferoides foram dissociados por
tripsinizacao e as células dissociadas foram marcadas com iodeto de propidio.
Para o controle positivo foi adicionado DMSO 10% no meio de cultura. A
analise foi realizada por citometria de fluxo (HSUCHEN; FEINGOLD, 1973;
WEN et al., 2013; WENG et al., 2012).

4.6. Analise da interagao plaquetas-células tumorais

Foram usados Plasma Rico em Plaquetas (PRP) com concentracdo ajustada
para 2,5x10* plaquetas/mm? de voluntarios autodeclarados saudaveis e isentos de uso
de anti-inflamatérios por, no minimo 10 dias, para o co-cultivo com células de linhagens
de cancer de mama em placas de 96 pogos. Apds o tempo de exposigao entre células de
1 hora e administragdo ou ndo com miricetina, os pogos foram fotografados e seus
sobrenadantes separados para analises posteriores de interagao plaqueta-célula tumoral
e producéao de H202 e NO.

A divisado dos grupos experimentais, como descrito acima, teve a finalidade de
responder se as plaquetas, as células tumorais ou ambas, teriam sua capacidade adesiva
comprometida sob o efeito da miricetina, nas doses descritas acima. Os resultados foram
gerados com a contagem das células tumorais visualizadas em cada campo de cada
poco, bem como as respectivas plaquetas aderidas nas células tumorais, gerando uma

relagcao plaquetas aderidas/células tumorais.

4.7. Analise da producéao de H202 nas células em cultivo
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O teor de perdxido de hidrogénio (H202) foi quantificado de acordo com a
metodologia proposta por ALEXIEVA et al. 2001 (ALEXIEVA et al.,, 2001). Para a
quantificacao foi utilizado uma aliquota de 45uL do extrato mais o meio de reacéo,
composto por tampéao fosfato de potassio 10 mM (pH7,0) e iodeto de potassio 1 M. As
leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdbmetro no comprimento de onda
de 390nm. O teor de H20:2 foi obtido por meio de calculos, baseados na curva padrao de

peréxido de hidrogénio.

4.8. Analise da producao de NO nas células em cultivo

Para a dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reagao colorimétrica de Griess
(GRIESS, 1879), que consiste na detecgéo de nitrito (NO?), resultante da oxidagédo do
NO nos sobrenadantes de cultura previamente coletados. Adicionou-se a uma placa de
ELISA de 96 pocgos, 50 pL do sobrenadante de cultura em quadruplicata, seguido do
mesmo volume do reagente de Griess. Para a confec¢gao de uma curva-padrao, uma
solugao de nitrito de sédio na concentragdo inicial de 200 yM passou por diluicdes
seriadas. Apds incubagao de 1 hora ao abrigo da luz, a leitura no espectrofotdmetro foi

realizada a 570nm.

4.9. Anadlise estatistica
Os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padrdo da
média de 3 a 6 experimentos independentes por protocolo. Foram realizados testes
paramétricos (One way ANOVA) e poés teste de comparagdes multiplas de Turkey e
corregao de Bonferroni para comparagdes multiplas, considerado significativo quando p

<0,05. Toda a analise estatistica foi feita utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Viabilidade celular em ensaios de MTT

O efeito da inibigdo da PDI por miricetina na viabilidade de linhagens humanas
de células epiteliais de tecido mamario nao tumorigénica (MCF-10), células tumorais das
linhagens de cancer de mama MCF-7 (ER positiva) e MDA-MB-231 (triplo-negativa) e
invasiva, foi avaliado expondo as células a concentragdes de miricetina de 3, 10, 30, 100
e 300 uM, em placas de 96 pocos por 24 horas (efeito citotdxico agudo), 48 horas (efeito
citotoxico subagudo) e 72 horas (efeito tdxico crénico).

A citotoxidade aguda, de forma dose-dependente, ndo foi evidenciada em
linhagens de células humanas de tecido mamario normal MCF-10 (IC50 = 0,003 puM/IC90
= n.a.), houve uma redugédo da viabilidade dos tratamentos quando comparado ao
controle negativo, mas ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, diferente
das linhagens humanas de células de tecido mamario neoplasicas MCF-7 (IC50 = 696,8
MM/IC90 = n.a.) e MDA-MB-231 (IC50 = 13,45 pM/IC90 = 81,74 uM) apresentaram no
tratamento agudo, uma citotoxicidade evidente (Figura 12), condizente com os dados dos
estudos de Knickle e colaboradores (2018) que comprovaram a inefetividade da
miricetina em promover danos e pouca citotoxicidade em células normais de tecido
mamario e sua grande citotoxicidade em células de cancer de mama triplo negativas
(MDA-MB-231), sendo seu efeito comparavel ao galato de epigalocatequina e
doxorrubicina, e maior do que o resveratrol e a cisplatina (KNICKLE et al., 2018). Esses
resultados corroboram com dados da literatura (POPIELARSKI et al., 2019) onde nenhum
dos bloqueadores de tiol ou inibidores de PDI analisados exibiram citotoxicidade aguda
nas células MCF-10A.

Maggiolini e colaboradores (2005), em seus trabalhos, comprovaram que a
atividade citotoxica de compostos fenodlicos de vinhos, dentre eles a miricetina, estao
relacionados a sua atividade agonista do receptor de estrogénio, com base em sua
capacidade de: (1) ativar o ERa endogeno em células MCF-7 dependentes de horménio
e células de cancer uterino e de mama de Ishikawa respectivamente; (2) ativar o dominio

AF2 dependente de ligante de ERa e ER no contexto de proteinas quiméricas com Gal4
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DBD em células de cancer de mama SKBR3 negativas para ER; (3) induzir respostas
semelhantes a E2 usando diferentes vetores de expressao para ERa mutado no dominio
AF2; (4) induzir rapidamente uma imunodetecgdo nuclear de ERaq; (5) regular os niveis
de proteina e mRNA de ERa, bem como a expressao de genes alvo de estrogénio (6)
competir com E2 pela ligacao as proteinas ERa e ERB (MAGGIOLINI et al., 2005).
Nossos resultados mostram uma atividade ainda mais expressiva em células
de cancer de mama triplo negativa e invasiva, comprovando que a atividade
antineoplasica da miricetina em células tumorais de cancer de mama, esta relacionada
também a outros mecanismos, independentes da inibicdo da regulacao estrogénica, uma

vez que as células MDA-MB-231 sem receptores para estrogénio, foram mais afetadas.
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Figura 12: Efeitos antiproliferativo e citotéxico agudos da miricetina em células tumorais de cancer
de mama MCF-10, MCF-7 (ER positiva) e MDA-MB-231 (triplo negativa). Uma placa de 96 pocos de
fundo chato foi utilizada para a cultura da suspensio de células tumorais com uma concentragao inicial
ajustada para 5x10* células por pogo. Apds o periodo de 24 horas necessario para a ades&o celular em
monocamada no fundo do pogo, os grupos de pogos foram tratados com concentragdes crescentes de
miricetina (3, 10, 30 e 100 uM), comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e n&o tratado
(CN). Os efeitos antiproliferativo e citotdxico de curto prazo foram avaliados com a exposi¢édo das células
por um periodo de 24 horas ao tratamento. O nimero total de células vivas foi estimado usando o ensaio
de MTT e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada
usando one-way ANOVA e o pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregcao de Bonferroni
para comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes
e os valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001
e <0,0001, respectivamente.

Segundo Vukovic e colaboradores, a citotoxicidade celular da miricetina em

células da linhagem MDA-MB-231, também esta correlacionada com a apoptose seletiva
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induzida decorrente de propriedades pré-oxidativas da miricetina 24 h apds o tratamento,
por indugdo do estresse oxidativo agudo ao inibir a PDI celular (VUKOVIC et al., 2018)

No tratamento subagudo, houve um efeito citotéxico nas células de tecido
mamario normal MCF-10, porém, n&o houve dose-dependéncia do efeito. Nas linhagens
tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 o efeito citotdxico foi evidenciado a partir da menor dose
testada (Figura 13), nas linhagens tumorais MCF-7 (IC50 = 29,27 yM/IC90 = 316,7 uM)
e MDA-MB-231 (IC50 = 10,32 uM/IC90 = 49,32 uM) semelhante aos resultados de IC50
obtidos nos trabalhos de Sajedi e colaboradores (2020). Efeitos citotéxicos subagudos
também foram obtidos por Ci e colaboradores (2018) quando avaliaram o efeito da
miricetina na regulagdo negativa da metaloproteinase de matriz (MMP)-2/9 em linhagem
de células MDA-MB-231 (Cl et al., 2018; JIAO; ZHANG, 2016; SAJEDI et al., 2020).
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Figura 13: Efeitos antiproliferativo e citotéxico subagudos da miricetina em células tumorais de
cancer de mama MCF-10, MCF-7 (ER positiva) e MDA-MB-231 (triplo negativa). Uma placa de 96
pocos de fundo chato foi utilizada para a cultura da suspensao de células tumorais com uma concentragéo
inicial ajustada para 5x10* células por pogo. Apos o periodo de 24 horas necessario para a adesdo celular
em monocamada no fundo do pogo, os grupos de pogos foram tratados com concentragdes crescentes de
miricetina (3, 10, 30 e 100 yM), comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e nao tratado
(CN). Os efeitos antiproliferativo e citotéxico de médio prazo foram avaliados com a exposi¢ao das células
por um periodo de 48 horas ao tratamento. O nimero total de células vivas foi estimado usando o ensaio
de MTT e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferencas foi calculada
usando one-way ANOVA e o pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregado de Bonferroni
para comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes
e os valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001
e <0,0001, respectivamente.
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Quando avaliado o efeito crénico da miricetina, o seu efeito citotoxico sobre as
células de tecido mamario normal MCF-10 se manteve, porém sem dose-dependéncia.
Nas linhagens tumorais, o efeito citotoxico se mostrou mais evidente, com diferengas
estatisticas com maior nivel de confianga (Figura 14), tanto nas células de linhagens
MCF-7 (IC50 = 23,80 uM/IC90 = 475,1 uM), quanto em MDA-MB-231 (IC50 = 5,707
MM/IC90 = 50,57 uM). Dados semelhantes foram obtidos por Ci e colaboradores, onde a
miricetina suprimiu em parte a viabilidade celular das células MCF-7 de cancer de mama
por inducéo da apoptose (Cl et al., 2018).
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Figura 14: Efeitos antiproliferativo e citotéxico cronicos da miricetina em células tumorais de cancer
de mama MCF-10, MCF-7 (ER positiva) e MDA-MB-231 (triplo negativa). Uma placa de 96 pogos de
fundo chato foi utilizada para a cultura da suspensao de células tumorais com uma concentragao inicial
ajustada para 5x10* células por pogo. Apds o periodo de 24 horas necessario para a ades&o celular em
monocamada no fundo do pogo, os grupos de pogos foram tratados com concentragdes crescentes de
miricetina (3, 10, 30 e 100 uM), comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e néo tratado
(CN). Os efeitos antiproliferativo e citotdxico de longo prazo foram avaliados com a exposigéo das células
por um periodo de 72 horas ao tratamento. O nimero total de células vivas foi estimado usando o ensaio
de MTT e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada
usando one-way ANOVA e o pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregao de Bonferroni
para comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes
e os valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001
e <0,0001, respectivamente.

Dados similares foram obtidos por Vukovic e colaboradores (2018) onde os
flavonoides, luteolina e miricetina tiveram um efeito citotéxico pronunciado 72 horas apés
o tratamento, onde a miricetina promoveu um forte efeito citotdxico nas células MDA-MB-

231 (VUKOVIC et al., 2018). Estudos de modificacdo molecular e ensaios in silico da



51

miricetina (1 e 10 yM) e de alguns de seus compostos derivados, comparados com o
controle de tratamento doxorrubicina, mostraram atividade antineoplasica ao exerceram
alta atividade contra as células humanas do céncer de mama MDA-MB-231 em
tratamento agudos, subagudos e crénicos, decorrentes da inibicdo da telomerase,

interrompendo o ciclo celular nas fases GO/G1 (XUE et al., 2015).

5.2. Ensaios de formagao de esferoides em cultura 3D

Testamos o efeito da miricetina na formacgao e estabilizagéo de esferoides em
cultura 3D pois estes, podem fornecer um microambiente que imita mais de perto o
microambiente observado nos tecidos tumorais. Esse recurso € crucial para o teste de
drogas, uma vez que condigbes do microambiente celular podem ter efeitos profundos
no comportamento e fungdes das células neoplasicas, afetando as respostas celulares
as drogas e oferecendo um meio mais préximo do in vivo, incluindo o controle de
moléculas sinalizadoras, de agentes terapéuticos, composi¢do e estrutura da matriz
extracelular em torno das células cancerigenas e a morfologia e arranjo de células
individuais (FRIEDRICH et al., 2009).

Para tanto, utilizamos as linhagens tumorais de cancer de mama MCF-7 e
MDA-MB-231, para induzir a formagdo dos esferoides sob uma camada de gel de
agarose 2% nas placas de 96 pogos, numa quantidade ajustada de 5x10* células por
poco, e expondo as células a concentracdes de miricetina de 3, 10, 30 e 100 uM, em dois
momentos, no dia zero que correspondente ao inicio da formacéo dos esferoides e no
dia quatro que correspondente ao inicio da formacao de interagcdes celulares que
estabilizam o esferoide inicialmente formado. Os ensaios foram feitos em placas de 96
pocos e analisados no dia sete, momento que os esferoides estao totalmente formados
e estabilizados e comparando os grupos tratados aos grupos controles negativos (nao
tratados) e controles positivos (DMSO 10%).

A analise dos esferoides de células MCF-7 tratados como miricetina no tempo
zero (Figura 15) mostrou que o tratamento com a miricetina nao foi eficaz em reduzir a
quantidade de esferoides, nem seu didametro médio, quando comparado com o grupo

controle negativo, mostrando que a droga, provavelmente néo interfere em processos
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vitais para a construgdo dos esferoides. Jiang e colaboradores (2019) em seus estudos
mostraram que a miricetina (40 uM e 80 uM) suprimiu as expressdes de proteinas
envolvidas nos eventos que controlam o ciclo celular (PAK1, MEK, fosforilado (p)-
ERK1/2, B-catenina, ciclina D1, PCNA e survivina), enquanto ativa GSK-3(3, Bax e
caspase-3, em células de cancer de mama humano MCF-7 (JIANG et al., 2019). Nossos
resultados mostram que o tratamento com miricetina nas doses testadas, ndo foram
eficazes em reduzir a formagao dos esferoides em tamanho (didmetro) e quantidade,
mesmo dados da literatura apontando seu efeito sobre o ciclo celular e mecanismos de

apoptose em células de cancer de mama MCF-7.
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Figura 15: Impacto do tratamento com miricetina na formagao dos esferoides em células tumorais
de cancer de mama MCF-7 (ER positiva). Uma placa de 96 pocos foi utilizada para deposicéo de 50uL
de gel fundido de agarose 2% para acomodar a da suspensao de células tumorais com uma concentracao
inicial ajustada para 5x10* células por pogo. Imediatamente apos a deposi¢do da suspensao das células,
os grupos de pogos foram tratados com concentragoes finais crescentes de miricetina (3, 10, 30 e 100 uM),
comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e néo tratado (CN). O numero total de
esferoides e seus respectivos didmetros foram obtidos utilizando o programa ImageJ para analisar as
imagens dos pogos no aumento de 20x e 100x e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A
significancia das diferengas foi calculada usando one-way ANOVA e o pés-teste de comparagdes multiplas
de Tukey com a corregédo de Bonferroni para comparagdes multiplas. Dados apresentados como média +
DP de trés experimentos independentes e os valores representados por ns, *, **, *** ¢ **** representam
valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e <0,0001, respectivamente.
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Na analise da estabilizagdo dos esferoides de células de cancer de mama
MCF-7, tratados ou ndo com miricetina, apenas o tratamento com miricetina na
concentracdo de 100 uM, diferiu dos demais tratamentos e do controle negativo nos

parametros contagem de esferoides e didametro médio (figura 16).
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Figura 16. Impacto do tratamento com miricetina na estabilizagdo de interagées entre células que
compodem os esferoides de células tumorais de cancer de mama MCF-7 (ER positiva). Uma placa de
96 pocos foi utilizada para deposicdo de 50uL de gel fundido de agarose 2% para acomodar a da
suspensdo de células tumorais com uma concentragdo inicial ajustada para 5x10* células por pogo.
Imediatamente apos a deposi¢cdo da suspensdo das células, os grupos de pogos foram tratados com
concentragdes finais crescentes de miricetina (3, 10, 30 e 100 uM), comparados com o grupo controle de
morte (CP-DMSO 10%) e n&o tratado (CN). O numero total de esferoides e seus respectivos didmetros
foram obtidos utilizando o programa ImagedJ para analisar as imagens dos pogos no aumento de 20x e
100x e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada usando
one-way ANOVA e o pods-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregdo de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes e os
valores representados por ns, *, **, *** e ****  representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e
<0,0001, respectivamente.

Esses resultados apontam que a miricetina reduz as interagbes mais fortes
(integrinas adesivas de superficie), que estdo mais evidentes apdés o quarto dia de
formacao dos esferoides (Figura 16), gerando desintegragao dos esferoides, evidenciado

principalmente na concentragdo de 100 uM, culminando num aumento do numero de
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esferoides e consequente redugao do diametro nesse grupo tratado, quando comparado
aos demais tratamentos e ao grupo controle negativo (ndo tratado), nao diferindo do
grupo controle positivo (DMSO 10%). Os grupos tratados com miricetina 3, 10 e 30 pM,
quando comparado com o controle negativo apresentam uma reducao da adesao entre
as células que compdem os esferoides e, consequentemente, maior dispersao das
células que culmina em maior didametro médio.

Outra linhagem de células de cancer de mama analisado em nosso trabalho
foi a MDA-MB-231, que consiste em células de cancer de mama triplo negativas e
invasivas. Suas caracteristicas de baixa adesao fazem com que seu comportamento em
cultura 3D se diferencie das células normais e das com maior adesao, como no caso das
MCF-7, que formam esferoides unicos e coesos (esferoides compactos). As células da
linhagem MDA-MB-231, tendem a formar esferoides menos regulares e menos coesos
(agregados soltos), segundo protocolos padronizados (SOSNIAK; OPIELA, 2021),
mimetizando a baixa capacidade de adesao do tumor sdlido e, consequentemente, sua
alta capacidade de invasividade e metastase (Figura 17).

Os resultados, descritos na figura 17, mostram que o tratamento da miricetina
no dia zero, reduz a capacidade das células MDA-MB-231 de formarem esferoides,
gerando estruturas menos coesas em baixas doses de tratamento (3 pM), formando
esferoides menores, porém em maior quantidade. Nas concentragdes de 10, 30 e 100
MM, a miricetina reduziu, de forma dose-dependente, a quantidade e didametro médio dos
esferoides dos grupos tratados.

Esse fato se apoia em dados da literatura que mostram a capacidade de
inibidores da PDI na superficie celular, de induzirem a apoptose por bloquear a ativagao
de integrinas adesivas, reguladas pela PDI, gerando sinalizagéo outside in para apoptose
(AFROZE et al., 2020; DESGROSELLIER; CHERESH, 2010; POPIELARSKI et al.,
2019). Dados semelhantes obtidos por Yinggian e colaboradores (2018) descobriram que
miricetina em baixas concentragdes (2,5 uM, 5,0 uM e 10,0 uM por 24 e 48 horas) inibiu
a invasao, metastase e adesao de células de cancer de mama MDA-MB-231 por reduzir
a atividade de MMP-2/9 e a expressao de genes especificos associados a metastase do

cancer de mama no cérebro (Cl et al., 2018).
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Figura 17. Impacto do tratamento com miricetina na formagao dos esferoides em células tumorais
de cancer de mama MDA-MB-231 (triplo negativa). Uma placa de 96 pocos foi utilizada para deposigéao
de 50uL de gel fundido de agarose 2% para acomodar a da suspenséo de células tumorais com uma
concentracdo inicial ajustada para 5x10* células por pogo. Imediatamente apds a deposicdo da suspensao
das células, os grupos de pogos foram tratados com concentragdes finais crescentes de miricetina (3, 10,
30 e 100 yM), comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e n&o tratado (CN). O namero
total de esferoides e seus respectivos diametros foram obtidos utilizando o programa ImagedJ para analisar
as imagens dos pogos no aumento de 20x e 100x e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A
significancia das diferengas foi calculada usando one-way ANOVA e o pés-teste de comparagdes multiplas
de Tukey com a corregdo de Bonferroni para comparag¢des miultiplas. Dados apresentados como média +
DP de trés experimentos independentes e os valores representados por ns, *, **, *** ¢ **** representam
valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e <0,0001, respectivamente.

Ja na avaliacdo da capacidade da miricetina impedir as interagdes mais
estaveis na formagao mais avangada dos esferoides, quando o tratamento é realizado no
dia quatro, os experimentos mostraram uma reducdo na quantidade de esferoides mas
nao reduziu o didmetro médio dos grupos tratados com 3, 10 e 30 yM, mostrando que a
miricetina nessas concentragbes geram esfacelamento do esferoide inicialmente
formado, causando a degradagcdo do mesmo, provavelmente por inducao da apoptose
mediada pela inibicdo da adesao celular, através do bloqueio das PDI de superficie
(Figura 18), como evidenciado por Popielarski e colaboradores (POPIELARSKI et al.,
2019).
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Figura 18. Impacto do tratamento com miricetina na estabilizagdo de interagées entre células que
compoem os esferoides de células tumorais de cancer de mama MCF-7 (ER positiva). Uma placa de
96 pocos foi utilizada para deposicdo de 50uL de gel fundido de agarose 2% para acomodar a da
suspensdo de células tumorais com uma concentragéo inicial ajustada para 5x10* células por pogo.
Imediatamente ap6s a deposi¢cado da suspensdo das células, os grupos de pocos foram tratados com
concentragdes finais crescentes de miricetina (3, 10, 30 e 100 uM), comparados com o grupo controle de
morte (CP-DMSO 10%) e nado tratado (CN). O numero total de esferoides e seus respectivos didmetros
foram obtidos utilizando o programa ImagedJ para analisar as imagens dos pogos no aumento de 20x e
100x e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada usando
one-way ANOVA e o pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregdo de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes e os
valores representados por ns, *, **, *** ¢ **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e
<0,0001, respectivamente.

100 uM

Comparando as duas linhagens de células utilizadas em nosso trabalho,
podemos verificar que as células da linhagem MCF-7 tém a tendéncia a formar agregado
unico em matriz de agar, onde as células apresentam alta adesao, formando esferoides
compactos. Ja as células da linhagem MDA-MB-231 possuem baixa adesao, formando
esferoides soltos, sendo uma caracteristica intrinseca desta linhagem, que a torna
invasiva e podendo responder a tratamentos que tém como alvo as proteinas adesivas

de superficie de forma diferente das células MCF-7.



57

Dessa forma, a analise comparativa entre essas duas linhagens, pode ajudar
a entender melhor como a miricetina atua na reducdo da viabilidade celular dessas
células, sendo seu efeito mais proeminente na MDA-MB-231, apontando o papel
adicional da miricetina (que possui atividade inibidora da PDI), nas proteinas adesiva e
na regulacdo redox dessas células (metabolismo elevado), onde a PDI é essencial em
ambos mecanismos (GREK; TOWNSEND, 2014).

Durante a formagédo dos esferoides, a linhagem MCF-7, ndo apresentou
diferenca dos grupos tratados com o controle negativo, divergindo da linhagem MDA-MB-
231 onde, o tratamento reduziu o numero e o didmetro médio dos grupos quando
comparado com o controle negativo, mostrando haver um efeito aditivo da miricetina
nessa linhagem que nao esta presente na linhagem MCF-7, ou esta presente em menor
expressao. Esse efeito aditivo da miricetina na linhagem MDA-MB-231, foi capaz de
reduzir a formacao dos esferoides, quando o tratamento se iniciou no tempo zero e,
causou a desintegracao dos esferoides inicialmente formados, quando tratados no dia
quatro com miricetina.

Além disso, a maior estabilidade do esferoide da linhagem de MCF-7 pode
resultar num tempo maior para a miricetina promover seu efeito ou necessitar de maior
dose para que tenha quantidade de moléculas suficientes para agir sobre as proteinas
adesivas, sobre a PDI de superficie celular e adentrar o esferoide, promovendo assim,
um efeito citotoxico mais expressivo e atuando de forma mais significativa na redugao da

formacao dos esferoides das células MCF-7.

5.3. Analise das interag¢oes plaquetas-células tumorais em co-cultura
As plaquetas sdao pequenas células anucleadas presentes na corrente
sanguinea, seu papel tipico na hemostasia primaria € bem descrito, no entanto, novas
evidéncias sugerem que elas tém papéis criticamente importantes na progresséo e
inflamagao do cancer. As células cancerosas podem ativar as plaquetas, usando-as
como escudos fisicos das forgas de cisalhamento do sangue e das células natural killer
(NK). As plaquetas ativadas também podem regular a migragcdo de células

hematopoiéticas e imunes em diregao ao local do tumor, contribuindo para a inflamacéao
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associada ao céancer. A ativacdo de plaquetas por células cancerigenas também pode
contribuir para a metastase e progressao do cancer, estimulando a trombose venosa
profunda e as formac¢des de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs) que
‘escondem” as células cancerigenas (PALACIOS-ACEDO et al., 2019)

Para avaliar o efeito da miricetina, um flavonoide comprovadamente inibidor
da ativagao e agregacéao plaquetarias por inibicado da PDI de sua superficie, expusemos
as linhagens de células tumorais de mama ao contato com plaquetas de doadores
saudaveis e isentos de uso de anti-inflamatérios por 10 dias.

Em uma placa de 96 pogos, foram colocadas suspensdes de células tumorais
com concentragdo final de 1x102 células por pogo das linhagens tumorais MCF-7 e MDA-
MB-231 em quatro grupos experimentais, a saber: (1) MCF-7 previamente expostas a
miricetina nas concentragdes de 3, 10, 30 e 100 uM por uma hora e, apds a exposi¢cao
prévia, postas em contato por uma hora, ao PRP de concentragéo ajustada para 2,5x10*
plaquetas/mm?; (2) MCF-7 postas em contato por uma hora, ao PRP de concentragédo
ajustada para 2,5x10* plaquetas/mm?® que foi previamente exposto a miricetina nas
concentragdes de 3, 10, 30 e 100 pM por uma hora; (3) MDA-MB-231 previamente
expostas a miricetina nas concentragoes de 3, 10, 30 e 100 uM por uma hora e, apés a
exposicao prévia, postas em contato por uma hora, ao PRP de concentragao ajustada
para 2,5x10* plaquetas/mm?3; (4) MDA-MB-231 postas em contato por uma hora, ao PRP
de concentragdo ajustada para 2,5x10* plaquetas/mm?3 que foi previamente exposto a
miricetina nas concentracdes de 3, 10, 30 e 100 uM por uma hora.

A concentracdo de PRP foi ajustada para uma concentragdo equivalente a
10% da concentragéo fisioldgica, para evitar uma quantidade excessiva de plaquetas nos
pocos que, poderiam dificultar na analise das plaquetas que estariam interagindo
efetivamente com a superficie das células de tumor de mama. Além disso, o ajuste de
concentragao do PRP, foi eficaz para evitar a formacgao da malha de fibrina por ativagao
da cascata de coagulagao, gerando morte quando expostas por 24 horas, além de
dificultar a analise desejada e, ao mesmo tempo, ofertar fibrinogénio para o meio,

necessario para algumas interagdes entre células.
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Os resultados foram expressos em percentual de perda da interagdo com as
plaquetas, onde cada grupo experimental teve seu valor associado ao seu grupo controle

negativo (CN) cujo valor foi ajustado para 100% de interacdo com plaquetas (Figura 19).
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Figura 19. Impacto do tratamento com miricetina na interagdo célula tumoral-plaquetas. Uma placa
de 96 pocos foi utilizada para acomodar a suspensao de células tumorais (MCF-7 ou MDA-MB-231) com
uma concentragdo inicial ajustada para 1x102 células por pogo e dividido em quatro grupos. Dois grupos
(MCF-7* e MDA-MB-231*) foram previamente expostos a miricetina, por uma hora, em concentragdes finais
crescentes de 3, 10, 30 e 100 uM e depois expostos a PRP, por uma hora, em concentragéo ajustada de
2,5x10* plaquetas/mm?3, comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e néo tratado com
miricetina (CN). Os dois grupos restantes (MCF-7 e MDA-MB-231) foram expostos a PRP, em
concentragdo de 2,5x10* plaquetas/mm? previamente expostas a miricetina, por uma hora, em
concentragdes finais crescentes de 3, 10, 30 e 100 yM, comparados com o grupo controle de morte (CP-
DMSO 10%) e néo tratado com miricetina (CN). Apos o tempo de exposigao final das células tumorais com
plaquetas, os pogos foram lavados trés vezes e a interagdo célula tumoral-plaqueta foram realizadas,
utilizando o programa ImagedJ para avaliar as imagens dos pogos no aumento de 40x e analisados no
programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada usando one-way ANOVA e o
pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregdo de Bonferroni para comparagdes multiplas.
Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes, com trés doadores sadios e
os valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e
<0,0001, respectivamente. Os IC50 apresentados sdo estatisticamente significantes e correspondem a
média dos experimentos independentes.

Os resultados obtidos mostram que as plaquetas foram as células que tiveram
maior reducao da sua capacidade adesiva, quando exposta previamente a concentragdes
de miricetina (MCF-7 + Plaquetas®* e MDA-MB-231 + Plaquetas®), sendo o efeito dose-
dependente, com IC50 de 7,64 e 5,41uM, respectivamente. Sendo o IC50
correspondente a concentracédo responsavel pela perda da interacdo com plaquetas a
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50% do controle negativo. Os grupos em que as células tumorais foram expostas
previamente a miricetina (MCF-7* + Plaquetas e MDA-MB-231* + Plaquetas), também

obtiveram efeitos satisfatérios, com IC50 de 9,51 e 6,82 uM, respectivamente (figura 20).

- 10pM n

Figura 20. Imagens representativas dos pogos dos experimentos descritos no grafico anterior. Na
primeira linha, com a borda em preto (m), o grupo MCF-7* + plaquetas. Na segunda linha, com borda em
vermelho (m), o grupo MCF-7 + plaquetas*. Na terceira linha, com borda em azul (m), o grupo MDA-MB-
231* + plaquetas. Na quarta linha, com borda em verde (m), o grupo MDA-MB-231 + plaquetas*. As setas
pretas (—), indicam células tumorais com morfologia condizente com células em sofrimento ou mortas.

Nas doses mais elevadas, as células mostraram mudanca de padrao
morfoldgico condizente com células que apresentam sofrimento e perda de adeséo ao
fundo da placa, como formato esférico e bordas refringentes, semelhantes aos descritos
por Banerjee e colaboradores em seus trabalhos (BANERJEE et al., 2017) e condizentes
com os experimentos anteriores da formacgao e estabilizagdo de esferoides (Figura 20) e
essas alteracbdes condizentes com morte celular, ndo foram causadas pela exposicéo a
miricetina por 1 ou 2 horas nas concentragdes supra citadas (Figura suplementar 1) ou

por interferéncia da cor da miricetina na analise (figura suplementar 2).
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Esses resultados reforgam a hipétese que a miricetina também pode ter como
alvo, proteinas adesivas das células tumorais, como a integrina aVB3 (uma integrina
heterodimérica cuja subunidade B3 sofre influéncia da PDI para sua ativagdo) como
comprovado pelos estudos de Mor-Cohen e colaboradores (MOR-COHEN, 2016), onde
a interacao da célula tumoral com a plaqueta via ligagao aVV3-allb3 sofre intermediacao
de uma molécula de fibrinogénio.

Até agora, cinco integrinas foram identificadas em plaquetas: a5B1, a6p1,
avp3, allbB3 e a2p1, sendo que as quatro ultimas estdo relacionadas a metastase
tumoral (XIONG et al., 2020). As células tumorais também expressam integrinas, que
desempenham um papel importante na progressao do tumor (LAVERGNE et al., 2017).

A av3 esta presente principalmente no endotélio, musculo liso e células
cancerigenas (LAVERGNE et al., 2017). E um importante receptor que participa da
angiogénese tumoral, invasdo, inflamagao, cicatrizacdo de feridas e coagulagao
sanguinea (Bl; YI, 2014). Apenas algumas centenas de copias de av3 estao presentes
na superficie das plaquetas (LAVERGNE et al., 2017). As integrinas avB3 se ligam ao
fibrinogénio para promover a ligagdo cruzada entre plaquetas e CTCs, com a allbB3,
facilitando a interacao entre plaquetas e CTCs (DAVIS et al., 2020), formando assim um
forte escudo plaquetario. Além de sua fungdo adesiva fisica, av33 fornece sinais
bioquimicos que promovem a degranulagao plaquetaria e a liberagdo de ATP (DAVIS et
al., 2020). Além disso, o avB3 se liga ao CD97 na superficie dos CTCs e auxilia a
resisténcia ao anoikis mediada por acido lisofosfatidico (LPA) (SMEDA et al., 2020).

A allbB3, também conhecido como GPIIb/llla, complexo CD41/D61 e receptor
de fibrinogénio (HUANG et al., 2019), é a integrina mais comum e importante nas
plaquetas e responsavel por mediar a deformacéo plaquetaria, adeséo irreversivel e
crescimento do trombo. A Ativacao Plaquetaria Induzida por Células Tumorais (APICT) é
regulada principalmente por allbf3 e muitos agonistas podem ativa-la, como TXAz,
trombina, ADP GPIB-I1X-V e GPVI. (BECKER et al., 2017), Apds a ativacao, a afinidade
de allbB3 e fibrinogénio aumenta, o que ajuda na formagdo do escudo do trombo
(MAMMADOVA-BACH et al., 2020).
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A allbB3 também ¢é expresso na superficie dos CTCs e plaquetas que sao
reticulados através de allbB3 e avB3 em suas superficies (LAVERGNE et al., 2017). Além
da adeséo, allbB3 também ativa varias vias de sinalizacdo que aumentam a producao de
ROS e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN). allbB3 promove a liberagdo de VEGF
plaquetario (HUANG et al., 2019) e auxilia CTC a aumentar a expressao de VEGF, av33
e MMPs pela via de sinalizagdo PI3K-Akt (ZHAO et al., 2014)

5.4. Analise da producao de H202e NO do sobrenadante da co-cultura

O papel das ERO e ERN na produgdo de danos ao DNA e instabilidade
genOmica é amplamente reconhecido e sua relagdo com o inicio do tumor esta bem
estabelecida. No entanto, as EROs e ERN podem afetar direta ou indiretamente um
numero surpreendente de vias moleculares relacionadas a proliferacdo celular,
motilidade, angiogénese e invasao. Pequenas concentragdes de EROs podem estimular
a proliferagao, pela inativagao oxidativa de proteinas fosfatases. (VALKO et al., 2006). A
presenca de ERRO e ERN em quantidades elevadas estao relacionadas com sofrimento
celular e mecanismos de morte celular por apoptose (AL-FAHAD et al., 2021).

Paralelo ao experimento anteriormente descrito, de interagdo plaquetas-
células tumorais, o sobrenadante da co-cultura foi transferido para outras placas a fim de
se fazer o doseamento de H202 e NO, para verificar se a exposicdo da co-cultura
promoveria uma alteracdo da producdo dessas substancias, que sdo elevadas em
condicbdes de sofrimento celular, inclusive em etapas anteriores a morte celular por
apoptose (Figura 21).

Os resultados mostraram um aumento da producao de H202e NO, de forma
dose-dependente, e os resultados mais expressivos foram obtidos pelos grupos de
linhagens celulares com maior capacidade metastatica (MDA-MB-231), quando
comparados com as de menor capacidade (MCF-7) e quando postas em co-cultura com
plaquetas pré-incubadas com miricetina (MDA-MB-231+plaquetas®), quando
comparadas a que foram postam em co-cultura com plaquetas nao previamente

incubadas com miricetina (MDA-MB-231+plaquetas). Nossos testes controles mostraram
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que a técnica adotada nao ¢ influenciada pela coloragao do composto miricetina (Figura
suplementar 2).

Em relacdo a angiogénese, tanto o H202 ex6geno quanto o &nion superoxido
derivado de mitocondrias sdo capazes de estabilizar o HIF1-a, promovendo a expressao
de efetores pro-angiogénicos a jusante (NIECKNIG et al., 2012). Além disso, a TEM,
envolvida na aquisicao do fenétipo metastatico, é orquestrada por varias vias e moléculas
reguladas em nivel de expressao ou atividade por EROs, como TGFB/Smad, Snail, E-
Cadherin, [B-catenina e matriz metaloproteinases (MMP) (GIANNONI; PARRI;
CHIARUGI, 2012).
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Figura 21. Impacto do tratamento com miricetina na produgao de H20; e NO. O sobrenadante do
experimento descrito na figura 19 foi retirado dos pogos e transferido para novas placas de 96 pocos a fim
de mensurar a concentragdo de H202 e NO de cada pogo. Os resultados foram analisados no programa
Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada usando one-way ANOVA e o pds-teste
de comparagbes multiplas de Tukey com a corregdo de Bonferroni para comparagdes multiplas. Dados
apresentados como média + DP de trés experimentos independentes, com trés doadores sadios e 0s
valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e
<0,0001, respectivamente.
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O NO pode exercer uma resposta bifasica, de modo que quando os niveis de
NO estdo além de uma concentragao critica que seria adequada para o crescimento e
sobrevivéncia do tumor, a parada do crescimento e/ou vias apoptéticas s&o iniciadas (HU
et al., 2020). Vale a pena notar que as células tumorais tém requisitos de concentragao
de NO bastante diferentes que causam um fenétipo pré-tumoral ou antitumoral. Portanto,
identificar o estado estacionario do NO é particularmente importante. Experimentalmente,
a ativacao de vias de sinalizacado especificas ocorreu em células de cancer de mama
MCF7 em resposta a fluxos distintos de NO (THOMAS et al., 2004). Além disso, um baixo
nivel de NO (<50 nM) foi associado ao aumento da fosforilagdo de ERK mediada por
cGMP, enquanto um nivel intermediario de NO (> 100 nM) levou a estabilizagéo do fator-
1a induzivel por hipoxia. No entanto, o efeito pro-sobrevivéncia do NO foi
significativamente comprometido em altas concentrag¢des (>400 nM) e foi acompanhado
por um aumento na fosforilagao de p53 (THOMAS et al., 2004).

O tratamento de células de cancer de mama com 30 a 60 uM, por 48 horas,
de NO doador DETA/NO aumentou os niveis de pAkt e pERK e interrompeu a proliferagao
de células de cancer de mama inibidas pela fosforilacdo de ERK/Akt (PERVIN et al.,
2007). Além disso, a exposi¢ao prolongada de células de cancer de mama a 1 mM, por
48 horas, de DETA/NO resultou na desfosforilagido de pERK e pAkt mediada por proteina
quinase fosfatase 1 ativada por mitdgeno, juntamente com a indugao subsequente de
apoptose. Embora a expressao de NO seja transitoria, o fluxo sustentado de NO gerado
pela iINOS varia em duragéo de segundos a dias, determinando assim os efeitos anti ou
pré-apoptoticos do NO (HU et al., 2020).
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos dados mostram que a miricetina tem efeito citotdoxico em diferentes
linhagens de cancer de mama, mesmo em tratamentos agudos, sendo esse efeito
potencializado a medida que a exposi¢ao da célula é prolongada. Também ficou evidente
que a miricetina tem a capacidade de interferir nas proteinas adesivas da superficie das
células de cancer de mama de baixa capacidade de invasdo e metastase (MCF-7) na
maior dose testada. Esse mesmo efeito se mostrou mais expressivo, nas células de
cancer de mama com alta capacidade invasiva e de metastase, reduzindo as interacdes
celulares imprescindiveis para a formacado dos esferoides e escudo plaquetario das
células tumorais circulantes, bem como as interacdes de estabilizacido e manutencéo.

Nossos estudos apontam ser a porgao (3 das integrinas, o principal alvo da
miricetina, por essa por¢ao abrigar pontes dissulfetos que sao isomerizadas pela PDI,
durante o processo de ativagao das integrinas. Esse processo de ativagao das integrinas
€ reduzido quando tais integrinas sdo expostas a miricetina, reduzindo os mecanismos
fisiopatologicos desencadeados pela sua ativagdo, como a ativagdo plaquetaria,
imprescindivel na formagao do escudo plaquetario das CTCs, resumidos na figura 22.

A integrina allbB3 é a principal integrina plaquetaria com um alto nimero de
copias na superficie, mudando de uma conformagéao de ligagédo de ligante inativa para
ativa apds estimulagéo agonista, regulando assim a agregagao plaquetaria, trombose e
hemostasia (DURRANT; VAN DEN BOSCH; HERS, 2017). Essa transformacao permite
que a integrina allbB3 se ligue ao fibrinogénio e ao VWF e a essas plaquetas em ponte
(XU, X. R. et al., 2016).

Antagonistas da integrina allbB3 ja utilizados no tratamento de pacientes com
doengas coronarianas agudas (GACHET, 2015) como a integrilina, um potente
bloqueador de integrina allbf3, pode efetivamente inibir APICT e metastase éssea
associada ao cancer de mama (BOUCHARABA et al., 2004). Consistentemente, a
ablagdo genética de integrinas B3 em camundongos inibiu a metastase Ossea
(BOUCHARABA et al., 2004). E importante notar que a deficiéncia da subunidade allb

em camundongos também diminuiu as etapas iniciais da metastase pulmonar, mas



66

efeitos surpreendentemente opostos foram observados em estagios posteriores da
metastase (ECHTLER et al., 2017).
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Figura 22. Mecanismo de agdo da miricetina sobre PDI de superficie das células tumorais e
plaquetas. A Proteina Dissulfeto Isomerase (PDI) possui a propriedade de promover trocas de pontes
dissulfeto criticas em diversas integrinas (em verde), inclusive nas integrinas aV33 (em lilas) e allbf3 (em
azul) presentes abundantemente em células tumorais e plaquetas, respectivamente. O processo de
ativagdo das integrinas de superficie celular, intermediada pela PDI, se da em trés etapas basicas (setas
em preto), a saber: (1) isomerizagdo das pontes dissulfeto presentes nas subunidades 33 das integrinas;
(2) alteragdo da conformacéo tridimensional, com exposigdo da por¢do RGD das integrinas (sitio de
interacdo com moléculas-alvo); (3) Interacdo com moléculas-alvo, com ou sem intermédio de proteinas
adesivas, como o fibrinogénio (em laranja). A inibigdo da PDI, promovida pela miricetina, dificulta a ativagéo
das integrinas de superficie (setas em vermelho), culminando na redugdo da interagdo das células
tumorais, entre si, com plaquetas e com substratos, ativando vias de apoptose por perda da adeséo celular.

A expressao da integrina allbp3 néo é exclusiva das plaquetas, também é
detectada na superficie das células do cancer de mama apos a incorporagao de conteudo
plaquetario pelas células tumorais, formando um mimetismo. Portanto, o bloqueio da
funcao da porgao B3 das integrinas tem sido sugerido como uma abordagem terapéutica
benéfica contra células tumorais. No entanto, o bloqueio das fungbes da integrina allbf33
na terapia do cancer pode resultar em sérios efeitos colaterais na hemostasia, com

complicacdes hemorragicas com consequéncias fatais (TIMAR et al., 2005).
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Uma possivel estratégia, para burlar os efeitos hemorragicos colaterais, seria
desenvolver inibidores mais especificos que tenham como alvo apenas a forma ativa das
integrinas allbB3, reduzindo o risco de complicacbes hemorragicas. Recentemente,
varios grupos tém proposto uma estratégia alternativa para provar este conceito, e deletar
parcialmente as fungbes da integrina allbB3. Uma estratégia baseada em anticorpos
bloqueando a fungéo tiol-isomerase de integrinas allbB3 poderia inibir a trombose sem
induzir sangramento (KIM et al., 2013; ZHU, GUANGHENG et al., 2017).

Alternativamente, usando um anticorpo de cadeia simples (ScFv) direcionado
contra a forma ativa da integrina allbp3, efeitos antitrombdticos semelhantes foram
observados sem qualquer complicagdo hemostatica (ZHU, GUANGHENG et al., 2017).
Em consonéncia com isso, em modelos de xenoenxerto de cancer humano (mama: MDA-
MB-231, SKBr3; fibrossarcoma: HT-1080; linfoma de Burkitt: Ramos) o anticorpo ScFv
direcionou efetivamente a forma ativa das integrinas allb3 plaquetarias (YAP et al.,
2017).

Recentemente, um conjugado anticorpo-droga (ADC) foi desenvolvido, ligando
ScFv a um potente inibidor quimioterapico de microtubulos monometil auristatina E
(MMAE), contra a forma ativa de integrinas allbB3 plaquetarias e simultaneamente
bloqueando o crescimento tumoral e a metastase por MMAE (YAP et al.,, 2019). No
microambiente tumoral, o MMAE é clivado do ADC pela catepsina B, liberando localmente
a forma bioativa do MMAE, matando as células cancerigenas sem complicacbes
hemorragicas (YAP et al., 2019). Esta promissora ferramenta terapéutica seria importante
seguir no futuro usando modelos de camundongos imunocompetentes de cancer.

Embora haja muitos estudos mostrando seu efeito citotoxico, os estudos sédo
unanimes em afirmar que muito se tem a pesquisar sobre o efeito antineoplasico da
miricetina pois seu efeito € comprovadamente amplo sobre varios alvos moleculares que
envolvem a progressao de diversos tipos de cancer, confirmada por diferentes estudos
(AFROZE et al., 2020). Esses estudos sao cruciais para o entendimento da biologia das
células neoplasicas e, por se tratar de um reconhecido inibidor da PDI, seus estudos nos
ajudam a entender melhor o envolvimento das integrinas e o papel da PDI na biologia do

cancer. A ampliacido desse conhecimento é de suma importancia para tragar novas
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estratégias farmacoterapéuticas e profilaticas, que levardo o tratamento e a prevencgéo
das neoplasias a niveis de maior eficacia.

Como perspectivas futuras, pretendemos analisar amostras de co-cultura de
células tumorais e plaquetas com incubagdo prévia ou ndo em microscopia de
fluorescéncia para avaliar a interagdo plaqueta-célula tumoral na formagao dos
invadipodios e transferéncias de componentes da superficie plaquetaria (integrinas
allbp3) para as células tumorais, passo crucial na TEM e sobrevivéncia das CTCs na

circulagdo sanguinea.
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Figura Suplementar 1. Morte induzida pela miricetina em exposi¢ao de 1 ou 2 horas. Uma placa de
96 pocos foi utilizada para acomodar a suspenséo de células tumorais (MCF-7 ou MDA-MB-231) com uma
concentragao inicial ajustada para 1x102 células por pogo e dividido em quatro grupos. Dois grupos (MCF-
7 e MDA-MB-231 por 1 hr) foram expostos a miricetina por uma hora, em concentragdes finais crescentes
de 3, 10, 30 e 100 pM, comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e n&o tratado com
miricetina (CN). Os dois grupos restantes (MCF-7 e MDA-MB-231 por 2 hr) foram expostos a miricetina,
por duas horas, em concentragdes finais crescentes de 3, 10, 30 e 100puM, comparados com o grupo
controle de morte (CP-DMSO 10%) e néo tratado com miricetina (CN). Apds o tempo de exposigéo final
das células tumorais. O nimero total de células vivas foi estimado usando o ensaio de MTT e analisados
no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi calculada usando one-way ANOVA
e 0 pos-teste de comparagbes multiplas de Tukey com a correcdo de Bonferroni para comparagées
multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes e os valores
representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e <0,0001,
respectivamente.
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Figura Suplementar 2. Interferéncia da miricetina no ensaio de morte celular por MTT. Uma placa de
96 pogos foi utilizada para acomodar concentragdes finais crescentes de miricetina de 3, 10, 30 € 100 puM,
diluidos em meio DMEM, comparados com o grupo controle negativo (CN-Meio DMEM). Apéds o tempo de
exposi¢gao do meio a miricetina, foi executado o protocolo de estimativa do nimero total de células vivas
pelo ensaio de MTT e analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferengas foi
calculada usando one-way ANOVA e o pds-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregdo de
Bonferroni para comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos
independentes e os valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05,
<0,01, <0,001 e <0,0001, respectivamente.
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Figura Suplementar 3. Interferéncia da exposi¢dao a H202 no ensaio de morte celular por MTT. Uma
placa de 96 pocos foi utilizada para acomodar a suspenséao de células tumorais (MCF-7 ou MDA-MB-231)
com uma concentracao inicial ajustada para 1x103 células por pogo e dividido em quatro grupos. Dois
grupos (MCF-7 e MDA-MB-231 por 1 hr) foram expostos a H202 por uma hora, em concentragdes finais
crescentes de 0,05; 0,25; 0,5; e 1 yuM, comparados com o grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e n&o
tratado com miricetina (CN). Os dois grupos restantes (MCF-7 e MDA-MB-231 por 2 hr) foram expostos a
H20: por duas horas, em concentragdes finais crescentes de 0,05; 0,25; 0,5; e 1 uM, comparados com o
grupo controle de morte (CP-DMSO 10%) e néo tratado com miricetina (CN). Apds o tempo de exposicéo
final das células tumorais. O ndmero total de células vivas foi estimado usando o ensaio de MTT e
analisados no programa Prisma GraphPad 8.0. A significancia das diferencgas foi calculada usando one-
way ANOVA e o pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey com a corregdo de Bonferroni para
comparagdes multiplas. Dados apresentados como média + DP de trés experimentos independentes e os
valores representados por ns, *, **, *** e **** representam valores de p>0,05, p<0,05, <0,01, <0,001 e
<0,0001, respectivamente.



