UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico - CDTec
Curso de Graduacdo em Biotecnologia

e}
q?'

o,
[+
w
=
Z

)

Trabalho de Conclusao de Curso

Estudos in vitro de Novas Terapéuticas Contra o Cancer de Mama

Victoria Mascarenhas Borba

Pelotas, 2017


http://www.ufpel.tche.br/

Victoria Mascarenhas Borba

Estudos in vitro de Novas Terapéuticas Contra o Cancer de Mama

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado ao Curso de Bacharelado em
Biotecnologia da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial & obtengéo
do titulo de Bacharel em Biotecnologia.

Orientador Académico: Prof. Dra. Fabiana Kbmmling Seixas.
Orientador de Estagio: Dra. Karine Rech Begnini.

Pelotas, 2017



Victoria Mascarenhas Borba

Estudos in vitro de Novas Terapéuticas Contra o Cancer de Mama

Trabalho de Conclusao de Curso aprovado, como requisito parcial, para obtencéo do
grau de Bacharel em biotecnologia, da Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 01 de Dezembro de 2017.

Banca examinadora:

Profe. Dr2. Fabiana Kommling Seixas (Orientadora)
Doutora em Biotecnologia pela Universidade Federal de Pelotas.

Profé. Dr2. Lucielli Savegnago.
Doutora em Bioquimica Toxicoldgica pela Universidade Federal de Santa Maria.

MSc. Mariana Souza Sonego.
Mestre em Biotecnologia pela Universidade Federal de Pelotas.



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

B726e Borba, Victoria Mascarenhas

Estudos in vitro de novas terapéuticas contra o cancer
de mama / Victoria Mascarenhas Borba ; Fabiana Kommling
Seixas, orientadora. — Pelotas, 2017.

53 f. :il.

Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em
Biotecnologia) — Centro de Desenvolvimento Tecnolégico,
Universidade Federal de Pelotas, 2017.

1. Atividade citotoxica. 2. Anticancer. 3. Cancer de
mama. 4. Compostos organocalcogénios. 5. Teldrio. I.
Seixas, Fabiana Kommling, orient. Il. Titulo.

CDD : 616.99449

Elaborada por Ubirajara Buddin Cruz CRB: 10/901



Dedico este trabalho aos meus pais,
Rejane e Joel por todo o apoio
e por acreditarem nos meus sonhos.



Agradecimentos
A Deus, pela minha vida e pelas pessoas tdo especiais que colocou nela.

Aos meus amados pais, Rejane e Joel, por todo amor, dedicacdo, educacao, por
sempre me incentivarem e acreditarem nos meus sonhos e pelas palavras de
carinho que nunca me faltaram. Também ao meu irméo Vitor, pela compreenséao,
parceria, amizade e apoio.

A minha avé Cerli, pela ajuda, carinho, compreens&o e por sempre estar presente
em minha vida.

Ao Vinicius Espindola, meu namorado e melhor amigo pelo incentivo, por acreditar
em mim, pelo apoio, conselhos, risadas, paciéncia, amor e companheirismo em
todas as horas e por compreender quando ndo pude me fazer presente.

A minha grande familia, pelas palavras de incentivo.

As amigas Paula Taina, Luana Pintanel e Daniele Mereb pelo apoio, por acreditarem
em mim, por serem presentes na minha vida e por ficarem felizes pelas minhas
conquistas.

Aos meus amigos Bruno Santos, Mariana Rachinhas, Vitoria Freda, Larissa Soares,
Adriele Oliveira e Guilhnerme Schulz que estdo ha anos ao meu lado e, mesmo
distante em alguns momentos, sei que torceram por mim tanto quanto torco por eles.

A minha orientadora Dra. Fabiana Seixas e ao Prof. Dr. Tiago Collares por terem
aberto as portas pra mim e permitido que eu trabalhasse com o0 que sempre quis,
pela confianca, orientacbes, oportunidades, disponibilidade e por todos os
ensinamentos que contribuiram para meu crescimento profissional e pessoal.

Aos membros atuais e antigos do GPO pela amizade, pelas risadas, pelo café, pela
ajuda, pelos momentos de descontragdo e por tornarem o ambiente de trabalho mais
divertido.

As “cultivetes” Karine Begnini, Rosiane Mastelari, Adriely Oliveira, Liziane Pereira,
Josiane Tessmann, Mariana Sonego, Martha Ruiz, Julieti Buss, Natalia Segatto,
Izadora Peter, Camila Bender. Aprendi muito com cada uma de vocés. Obrigada
pelos ensinamentos, pelas dlvidas sanadas, pelo apoio e pela ajuda que recebi
durante a execuc¢dao deste trabalho.

A todos os professores da Biotecnologia pelos ensinamentos e pela dedicacao.

A todos que de alguma forma auxiliaram no desenvolvimento deste trabalho,
fazendo parte de mais uma etapa de minha vida.

Muito Obrigada!



“What we know is a drop of water,

what we ignore is the ocean.”

Isaac Newton.



Resumo

BORBA, Victoria Mascarenhas. Estudos in vitro de Novas Terapéuticas Contra o
Cancer de Mama. 2017. 53f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

O cancer de mama € o tipo de cancer mais comum e o0 que mais mata mulheres no
mundo todo. Atualmente, as opg¢bes de tratamento dessa doenca ainda possuem
graves efeitos adversos, principalmente pelo fato dos farmacos nao possuirem
seletividade sobre as células tumorais. Devido aos efeitos secundarios, a busca por
novos compostos mais seletivos, com menos efeitos adversos, maior poténcia
terapéutica e um menor indice de resisténcia € de extrema relevancia no contexto
cientifico mundial. Neste sentido, os compostos organocalcogénios sao moléculas
formadas pelos elementos calcogénios, que compdem o grupo 16 da tabela
periodica. Essas moléculas tém demonstrado uma diversidade de atividades
biologicas interessantes, como atividade antiviral, antioxidante, antidepressiva e
antitumoral. Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a busca de novos compostos
com potencial antitumoral e estratégias terapéuticas in vitro para tratamento de
diferentes tipos de cancer. No intuito de dar seguimento as pesquisas do grupo
nessa area, e tendo em consideracdo o potencial farmacoterapéutico interessante
dos compostos, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial citotéxico
dessas moléculas em células de cancer de mama humano e murino. Neste estudo,
investigou-se os efeitos antiproliferativos de dois compostos organocalcogénios
contendo telario em sua estrutura em células de adenocarcinoma de mama humano
de subtipo luminal (linhagem MCF-7), células de adenocarcinoma de mama humano
de subtipo Claudin-low (linhagem MDA-MB-231) e em células de cancer de mama
murino de grau IV (linhagem 4T1). Para determinacdo da viabilidade celular foi
utilizado o teste colorimétrico de reducao do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazoélio) e, apds isso, realizado o célculo de inibicdo de 50% (ICso),
para determinar qual a concentracdo dos compostos que inibe 50% do crescimento
celular. Os resultados demonstraram que 0S compostos organocalcogénios
testados, diminuiram significativamente a viabilidade das células de cancer de mama
humano e murino in vitro de forma dependente da dose. Os valores de ICsp variaram
de 3,74 a 39,81uM em 48 horas de tratamento. Os dados aqui obtidos demonstram
gue essas moléculas podem representar uma fonte interessante na pesquisa de
novos agentes terapéuticos para o cancer humano.

Palavras chaves: atividade citotdxica; anticancer; cancer de mama; compostos
organocalcogénios; telurio.



Abstract

BORBA, Victoria Mascarenhas. In vitro studies of New Therapeutics Against
Breast Cancer. 2017. 53f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Breast cancer is the most common type of cancer and deadly type of cancer for
women on the world. Currently, the treatment options of this disease still have
serious adverse effects, mainly because the drugs do not have selectivity on the
tumor cells. Due to side effects, the search for new, more selective compounds with
fewer adverse effects, greater therapeutic potency and a lower resistance index is
extremely relevant in the global scientific context. In this sense, the organocalcogenic
compounds are molecules formed by the calcogen elements, which compose group
16 of the periodic table. These molecules have demonstrated a diversity of
interesting biological activities, such as antiviral activity, antioxidant, antidepressant
and antitumor. Our research group has been dedicated to the search for new
compounds with antitumor potential and in vitro therapeutic strategies for the
treatment of different types of cancer. In order to follow the group's research in this
area, and taking into consideration the interesting pharmacotherapeutic potential of
the compounds, the objective of the present study was to evaluate the cytotoxic
potential of these molecules in human and murine breast cancer cells. In this study,
we investigated the antiproliferative effects of two organocalcogen compounds
containing tellurium in their structure in human breast adenocarcinoma cells of the
luminal subtype (MCF-7 cell line), human breast adenocarcinoma cells of the
Claudin-low subtype (MDA- MB-231 cell line) and in grade IV murine breast cancer
cells (4T1 cell line). For determination of cell viability, the colorimetric reduction test
of MTT (3- [4,5-dimethyl-thiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide) was used
and, after that, calculation of inhibition of 50% (ICso), to determine which compound
concentration inhibits 50% of cell growth. The results demonstrated that the
organocalcogenic compounds tested significantly decreased the viability of human
and murine breast cancer cells in vitro in a dose-dependent manner. ICso values
ranged from 3,74 to 39,81uM in 48 hours of treatment. The data obtained here
demonstrate that these molecules may represent an interesting source in the search
for new therapeutic agents for human cancer.

Key words: cytotoxic activity; anticancer, breast cancer; organochalcogen
compounds; tellurium; organotellurium compounds.
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1 INTRODUCAO

O céancer se apresenta como um dos problemas de saude publica mais
complexos que o sistema de saude brasileiro enfrenta (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2011), sendo a principal causa de morte por cancer entre as mulheres,
especialmente em paises subdesenvolvidos (JEMAL; BRAY; FERLAY, 1999; RAU et
al., 2015). Esse tipo de tumor se origina quando as células do tecido mamario
passam a crescer fora de controle (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017) e é
considerado como uma doenca multifatorial, envolvendo fatores biolégico-
enddcrinos, vida reprodutiva e comportamento (INCA, 2016). Dessa forma, o risco
de uma mulher ser diagnosticada com a doenca € determinado por fatores genéticos
e estilo de vida (THOMPSON; EASTON, 2004).

Apesar das alternativas terapéuticas existentes atualmente, essas sao
frequentemente acompanhadas de fortes efeitos adversos, em consequéncia dos
farmacos ndo atuarem de maneira totalmente seletiva sobre as células neoplésicas
(GUDGEON, 2014). Tendo isso em vista, a busca por novas estratégias terapéuticas
mais seletivas, com menos efeitos adversos, maior poténcia terapéutica e menores

indices de resisténcia é de extrema relevancia no contexto cientifico mundial.

Compostos organocalcogénios sao importantes intermediarios e reagentes
muito utilizados em sintese organica (COMASSETO et al., 1996; ZENI; BRAGA,
STEFANI, 2003). Relatos na literatura demonstram algumas das atividades
relevantes dessas moléculas, como atividade antiviral (SANCINETO et al., 2015),
antioxidante (BRAGA et al., 2009), antidepressiva (BRUNING et al., 2011) e
antitumoral (DA ROSA et al., 2016).



O Grupo de Pesquisa em Oncologia Celular e Molecular (GPO), da
Universidade Federal de Pelotas, tem se dedicado a pesquisa e desenvolvimento de
novas estratégias in vitro para terapéutica de diversos tipos de neoplasias como
adenocarcinoma de colon (DE VASCONCELOS et al.,, 2013), cancer de bexiga
(BEGNINI et al., 2014; TESSMANN et al., 2017), cancer de pulmao (SCHULTZE et
al., 2014), cancer de mama (YURGEL et al., 2014; SCHULTZE et al., 2017), dentre
outros. No intuito de prosseguir as pesquisas do grupo nessa area, e considerando-
se 0 potencial farmacoterapéutico promissor que diferentes compostos
organocalcogénios apresentam frente a diversas linhagens tumorais (ABONDANZA
et al., 2008; SHAABAN et al., 2014; DA ROSA et al., 2016; TABARELLI et al., 2017),
0 objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial citotoxico dessas moléculas em
linhagem celular de carcinomas de mama humano (linhagens MCF-7 e MDA-MB-

231) e murino (linhagem 4T1).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer de Mama

Céancer € o nome geral dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e
6rgdos vizinhos (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011). As neoplasias
malignas sdo consideradas como um dos principais problemas de saude publica
mundial e é a segunda maior causa de morte nos Estados Unidos, perdendo apenas
para as doencas cardiovasculares (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2017). Atualmente, o
cancer € considerado como sendo um dos problemas de saldde publica mais
complexos que o sistema de saude brasileiro enfrenta, dada a sua magnitude
epidemioldgica, social e econdémica (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011).
Dentre os casos totais de cancer por ano, cerca de 30% desses sao casos de
cancer de mama (INCA, 2016).

O céancer de mama se origina quando as células do tecido mamario passam a
crescer fora de controle, ocorrendo quase que inteiramente em mulheres, mas
apesar de raro, os homens também podem desenvolver a doenca (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2017). O cancer de mama é uma doenca heterogénea, que
pode ser dividida em um numero variavel de subtipos clinicos (ANDERSON et al.,
2014).

O tipo histologico de cancer de mama é determinado pelas células especificas
na mama que sdo afetadas, aqueles que tém origem nas células epiteliais, sao
chamados de carcinomas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). A maioria dos

canceres de mama sao chamados de adenocarcinoma, que sao aqueles que



comecam em ceélulas que compdem o tecido glandular. O cancer de mama pode
comecar a partir de diferentes partes do 6rgéo, sendo que a maioria (cerca de 80%)
se inicia nos ductos lactiferos (carcinoma ductal), ou nas glandulas mamarias
(carcinoma lobular) (INCA, 2016).

Existem também outros tipos de cancer de mama, que sdo menos comuns,
como 0s sarcomas, angiossarcomas e doenca de Paget que comecam nas células
do musculo, gordura ou tecido conjuntivo. Em alguns casos, um uUnico tumor de
mama pode ser uma combinagdo de diferentes tipos (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017). Além da classificacdo histolégica, os tumores podem ser
subdivididos pelo tipo molecular. Em 2012, a OMS publicou a Classificacdo para
Tumores de Mama, na qual reconhece mais de 20 subtipos diferentes da doenca
(INCA, 2016). Os tumores histologicamente semelhantes podem ter progndsticos
diferentes e podem responder a terapia de forma diferente (ROUZIER et al., 2005).

2.1.1 Subtipos Moleculares do Cancer de Mama

A importancia da classificacdo dos subtipos moleculares do cancer de mama
se deve ao fato de que subgrupos distintos devem receber diferentes tratamentos
clinicos, por se portarem de formas distintas. Nos Ultimos anos foram observados
avancgos significativos no tratamento dos diferentes subtipos moleculares do cancer
de mama (VICTORINO et al., 2015).

Na clinica, os tumores de mama podem ser agrupados em subtipos
moleculares de acordo com a presenca ou auséncia de receptores hormonais de
estrogénio (RE) e de progesterona (RP), e quanto a presenca ou auséncia de
superexpressao do receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2) e
quanto a expressdao do marcador de proliferacdo tumoral Ki-67 (VODUC et al.,
2010). Atualmente, os tumores de mama podem ser agrupados em diferentes
subtipos moleculares: luminal A, luminal B, HER2- positivo e triplo-negativo (UNTCH
et al., 2013), e recentemente, outro subtipo foi descoberto, denominado Claudin-low
(Tabela 1) (CIRQUEIRA et al., 2011).



Tabela 1 - Classificagdo de subtipos moleculares do cancer de mama.

Classificacao Receptor Hormonal
Luminal A RE+, RP+/-, HER2—-
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2-

RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER?2)

HER2 Positivo RE-, RP- e HER2+

Triplo Negativo RE-, RP-, HER2-

Claudin-low RE-, RP-, HER2-, E-caderina-

RE: Receptor de estrogénio; RP: Receptor de Progesterona; HER2: Receptor de fator de
crescimento epidérmico humano 2. Fonte: Adaptado de VODUC (2010); GOLDHIRSCH (2013);
CIRQUEIRA (2011); ANDERSON (2014).

Os tumores de subtipo luminal (A e B) representam 45% dos tumores de
mama (CARVALHO, 2010), sendo o subgrupo Iluminal A caracterizado pela
expressao positiva dos receptores hormonais, sem superexpressao de HER2,
juntamente com baixa expressdo do marcador Ki-67, baixo indice mitético e
representa cerca de 60% dos carcinomas de mama (CARVALHO, 2010;
CIRQUEIRA et al.,, 2011; VICTORINO et al., 2015); Enquanto que o subgrupo
luminal B pode ser ainda subdividido em luminal B com expressao negativa de
HER2 ou luminal B com superexpressdao de HER2. Em ambos os subgrupos ha
positividade para RE.

O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de
recorréncia e a uma menor sobrevida livre da doenca em todas as categorias de
tratamento adjuvante sistémico, além de apresentarem alta expresséao de ki-67 e alto
indice mitético (CHEANG et al., 2009; CARVALHO, 2010; CIRQUEIRA et al., 2011;



VICTORINO et al., 2015). De forma geral, os subtipos luminais possuem um bom
prognaostico, porém, o luminal B carrega um pior prognéstico com relagdo ao subtipo
luminal A; Parte dessa diferenca se da a variacdo na resposta ao tratamento
(CARVALHO, 2010).

O subgrupo HER?2 positivo apresenta positividade para a superexpressao de
HER2 e negatividade para RE e RP. Por fim, o subtipo molecular triplo negativo é
definido por auséncia de RE, RP e auséncia de superexpressdo HER2 (CLEATOR,;
HELLER; COOMBES, 2007; GOLDHIRSCH et al., 2013; VICTORINO et al., 2015).
Este subtipo corresponde a 20-25% dos carcinomas de mama e nao possui
associacdo com idade, raca ou outros fatores de risco (CAREY et al., 2006;
CARVALHO, 2010).

No final da década de 1990, os mastologistas se conscientizaram a respeito
dos tumores triplo negativos, reconhecendo tais tumores como biologicamente mais
agressivos e mais dificeis de serem tratados, devido a falta de expresséo dos alvos
terapéuticos convencionais (CLEATOR; HELLER; COOMBES, 2007; STIVAL et al.,
2012).

Os tumores triplo negativos (TTN), também chamados de basal-like,
representam 15% dos tumores de mama (CARVALHO, 2010) e apresentam
caracteristicas mais agressivas, como aparecimento em idade mais precoce, estagio
avancado ao diagnéstico, alta graduacao histologica e nuclear, alto indice mitético,
maior frequéncia de metastases regionais e a distancia, além de uma menor
sobrevida (CLEATOR; HELLER; COOMBES, 2007; STIVAL et al.,, 2012). Esse
subtipo tem como caracteristica a auséncia de expressao dos receptores hormonais
RE e RP e nao superexpressao de HER2, e expressa proteinas comumente

presentes nas células progenitoras ou basais (CARVALHO, 2010).

O céancer de mama de subtipo Claudin-low foi reconhecido exibindo um
fenadtipo triplo negativo, no entanto, apenas uma minoria dos tumores triplo negativos
sao Claudin-low (DIAS et al., 2017). Esse subtipo de tumor geralmente é negativo
para RE, RP, HER2, claudina 3, claudina 4, claudina 7 e E-caderina. A baixa

expressdo de E-caderina em tumores de mama tem sido demonstrado como



indicador de progressao e metéstase, sendo associada com um mau prognostico por
essa ser responsavel pela manutencdo das juncdes célula-célula (GOULD
ROTHBERG; BRACKEN, 2006; WENDT et al., 2011). Pacientes diagnosticados com
esse subtipo tém uma pior sobrevida geral quando comparados com pacientes com

cancer de mama de subtipo luminal (DIAS et al., 2017).

2.1.2 Epidemiologia

Excluindo-se o cancer de pele ndo-melanoma, o cancer de mama € o tipo de
cancer mais comum entre as mulheres no Brasil e no mundo, representando cerca
de 30% dos casos novos a cada ano (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011;
SOLOMON; LEE, 2012; DUMALAON-CANARIA et al., 2014; LOPES et al., 2015;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). Além disso, esse tipo de neoplasia € a
principal causa de morte por cancer entre as mulheres, especialmente em paises
subdesenvolvidos (JEMAL; BRAY; FERLAY, 1999; RAU et al., 2015), e sabe-se que
uma entre oito mulheres sera diagnosticada ao longo da vida (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2009; HARBECK; GNANT, 2016). O cancer de mama também acomete
homens, porém € raro, representando apenas 1% do total de casos da doenca
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017).

Depois de aumentar continuamente por mais de duas décadas, as taxas de
incidéncia de cancer de mama diminuiram 2,2% ao ano de 1999 a 2005
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009). A taxa de cura do cancer de mama
também tem aumentado nas Ultimas décadas, principalmente devido a detecc¢éo
precoce do mesmo (SOLOMON; LEE, 2012).

No Brasil, segundo dados divulgados pelo Instituto Nacional de Cancer
(INCA), para o ano de 2016, houve uma estimativa de 57.960 novos casos. Em
2012, foram estimados 500 mil ébitos por cancer de mama em mulheres em todo
mundo. Essas mortes correspondem a 15% de todos os Obitos por cancer em
mulheres (INCA, 2016). De acordo com o Sistema de Informacgdes sobre Mortalidade
(SIM, 2013), no ano de 2013, 14.388 pessoas morreram de cancer de mama no

Brasil.



Desconsiderando os tumores de pele ndo melanoma, esse tipo de cancer é o
mais frequente nas mulheres das Regifes Sul (74,30/100 mil habitantes), Sudeste
(68,08/100 mil habitantes), Centro-Oeste (55,87/100 mil habitantes) e Nordeste
(38,74/100 mil habitantes). Na regido Norte, € o segundo tumor mais incidente
(22,26/100 mil habitantes) (INCA, 2016).

De acordo com dados internacionais, estima-se que 252.710 novos casos de
cancer de mama serdo diagnosticados em mulheres e 2,470 em homens nos EUA
em 2017 e 41.070 (40.610 mulheres e 460 homens) pessoas morrerdo de cancer de
mama no mesmo ano (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

2.1.3 Fatores de Risco

O cancer de mama é um tipo de cancer considerado multifatorial, envolvendo
fatores biologico-enddcrinos, vida reprodutiva, comportamento e estilo de vida
(INCA, 2016). Os fatores de risco podem ser considerados como modificaveis (que
incluem causas relacionadas ao estilo de vida, como a inatividade fisica) e nao
modificaveis (fatores genéticos, sexo, idade) (FERRUCCI et al., 2011) (Figura 1).

Fatores
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Modificaveis

Modificaveis
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Figura 1 - Fatores de risco mais comuns associados ao cancer de mama. A esquerda, fatores de
risco ndo modificaveis; a direita, fatores de risco modificaveis. Fonte: INCA; American Cancer Society.

Os fatores modificaveis potencialmente associados ao aumento do risco de
cancer de mama incluem ganho ou excesso de peso, uso de horménio pos-
menopausa, inatividade fisica e consumo de alcool. Além disso, pesquisas recentes

sugerem que o fumo em longo prazo também pode aumentar o risco de cancer de



mama, particularmente entre as mulheres que comecam a fumar antes da primeira
gravidez. Ainda, a interrupcdo dos padrdes de sono também pode estar associado a
um risco aumentado (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Dentre os fatores de risco ndo modifichveis, pode-se destacar a idade
avancada, histérico pessoal ou familiar de cancer de mama ou de ovario; mutacdes
hereditarias nos genes BRCALl, BRCA2 ou outros genes de suscetibilidade ao
cancer de mama,; certas condicbes de mama benignas; historia de carcinoma ductal
ou lobular in situ; radiacdo de dose elevada no térax quando jovem; alta densidade
tecidual do peito; e diabetes tipo 2 (BERGER et al., 2006; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017).

Alguns estudos moleculares epidemiolégicos relacionando o Virus do
Papiloma Humano (HPV) e o cancer de mama indicam que o DNA do HPV esta
presente em alta frequéncia em amostras de cancer de mama, porém € raro em
tecidos normais de mama (KROUPIS et al., 2006; LAWSON; GUNZBURG;
WHITAKER, 2006; HENG et al., 2009; BOBEK et al., 2011). OHBA et al., (2014)
demonstraram que o HPV pode desencadear o inicio da carcinogénese de mama
através da superexpressdo de APOBEC3B, que leva a mutacdes excessivas e ciclo
celular desregulado.

Ainda se tratando de fatores de risco ndo modificaveis, os fatores reprodutivos
também podem aumentar o risco, devido a exposicdo hormonal. Por exemplo: uma
histéria menstrual longa, uso recente de anticoncepcionais orais nunca tendo filhos,
ter o primeiro filho apdés os 30 anos e altos niveis naturais de horménios sexuais
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

O histérico familiar € um dos fatores de risco de cancer de mama mais bem
estabelecidos (HULKA; MOORMAN, 2001). Mulheres que possuam irméa ou mée que
tenha sido diagnosticada com cancer de mama tém o risco de aproximadamente
duas a trés vezes maior de desenvolver a doenca (THOMPSON; EASTON, 2004).

Estudos demonstram que mulheres com mutacdes no gene BRCAL,

apresentam 87% de chance de desenvolver carcinoma de mama, e 65% de chance
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de desenvolver um segundo carcinoma mamario se viverem até 70 anos, enquanto
gue mulheres com mutacdo no gene BRCA2, possuem cerca de 90% de chance de
desenvolverem um carcinoma de mama durante sua vida (MCKEON, 1999;
ALVARENGA et al., 2003; DANTAS et al., 2009).

Ademais, um estudo comprovou que o risco ao longo da vida de desenvolver
diferentes tipos de cancer esta fortemente correlacionado com o numero total de
divisbes das células normais de cada tecido (TARABICHI; DETOURS, 2016).

2.1.4 Diagndstico e Tratamento

O diagnostico de cancer de mama é realizado por uma tripla avaliacao que
inclui avaliacdo clinica, imagem de mama e diagndéstico de tecido (avaliacdo
citolégica ou histoldgica) (KESHTGAR et al., 2010).

A avaliagdo da mama por métodos de imagem pode ser feita através de
mamografia, ultrassonografia e ressonancia magnética. Esses sdo 0s principais
meétodos que desenvolvem o melhor papel na deteccdo e no diagndstico de doencas
relacionadas a mama (SOUZA, 2016). Além desses, podem ser realizados biépsia e
exames laboratoriais (NATIONAL BREAST CANCER FOUNDATION, 2017). Os
meios mais eficazes para a deteccdo precoce de cancer de mama sdo o exame

clinico de mamas e a mamografia. (SILVA; RIUL, 2011).

A mamografia se trata do método de escolha para o rastreamento
populacional do cancer de mama em mulheres assintoméaticas e é a primeira técnica
de imagem aconselhada pra avaliar a maioria das alteragBes clinicas mamarias
(CHALA; BARROS, 2007). Ainda, ha uma grande concordancia de que a
mamografia de rastreamento reduz a mortalidade pelo cancer de mama em
mulheres assintomaticas (FLETCHER; ELMORE, 2003).

A mamografia bienal para mulheres entre 50 a 69 anos €& a estratégia
recomendada pelo Ministério da Saude no Brasil para o rastreamento do cancer de
mama (INCA, 2016). Estudos demonstram a importancia da triagem de céancer de

mama, sendo possivel detectar tumores em estagio inicial, resultando assim em um
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ganho de sobrevivéncia de 5 anos apOs o diagnostico de canceres invasivos
(CEDOLINI et al., 2014).

O progndstico do cancer de mama e as opcoes de tratamento geralmente se
baseiam no estadiamento do céncer, que é feito através do sistema TNM (Tumor,
Nodulo, Metastase) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010). Esse sistema é
composto por trés informagdes: tamanho do tumor, doenca com disseminacgao para
os linfonodos regionais e presenca de metastase a distancia (SINGLETARY;
CONNOLLY, 2006; CARVALHO, 2010).

Outros fatores importantes incluem disseminacéo linfovascular, classificacdo
histol6gica, estado do receptor hormonal, a superexpressdo de ERBBZ2,
comorbidades e idade da menopausa do paciente (MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM,
2010). Além desses, outros fatores importantes na determinacao do progndéstico em
cancer de mama sao a presenca dos receptores hormonais (RE e RP) e a
superexpressao de HER2 (CARVALHO, 2010).

Tendo em vista a heterogeneidade do céancer de mama, existem diversas
abordagens terapéuticas para essa doenca. A melhor opcdo de tratamento para o
cancer é geralmente uma combinacdo de varias modalidades como cirurgia, terapia
hormonal, radioterapia, imunoterapia, e quimioterapia (NIK-ZAINAL et al., 2012). A
quimioterapia € utilizada como uma das principais alternativas terapéuticas no
combate ao cancer, tendo como objetivo destruir as células tumorais, preservando
as saudaveis; No entanto, as atuais opcdes terapéuticas sdo frequentemente
acompanhadas de fortes efeitos adversos, em consequéncia dos farmacos nao
atuarem de maneira totalmente seletiva sobre as células neoplasicas (GUDGEON,
2014). Junto a isso, a eficacia da quimioterapia ndo tem aumentado e os efeitos
colaterais indesejaveis ainda sdo elevados (SOLOMON; LEE, 2012). Outras
desvantagens da quimioterapia incluem a variagdo na absor¢cdo dos medicamentos,
0 manejo dos efeitos adversos e, principalmente, a adesédo do paciente e 0 custo
dos medicamentos (LIU et al., 1997; DEMOLINER; CORTE, 2010).

No Brasil, a radioterapia é empregada em aproximadamente 60% de todos 0s

casos de tumores malignos diagnosticados, inclusive naqueles mais prevalentes no
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pais, como os de prostata, pulmdo, mama e colo uterino. Essa op¢ao de tratamento
pode ser utilizada de forma exclusiva, associada a cirurgia (no pré ou pos-
operatorio) ou a quimioterapia (SALVAJOLI, 2012).

O planejamento do tratamento radioterdpico para pacientes com cancer de
mama é tecnicamente desafiador devido ao tamanho e forma variaveis do peito,
bem como a reprodutibilidade e devido ao movimento respiratorio (BALAJI et al.,
2016). Pacientes que sobreviveram a um cancer durante a infancia ou a idade adulta
jovem, tratados com radiacdo, correm um risco muito elevado de sequelas crénicas
e tumores secundarios (DEMOOR-GOLDSCHMIDT; SUPIOT; MAHE, 2012). Como
exemplo, estudos demonstraram que pacientes que recebem radioterapia para
cancer de prostata localizado tém um risco aumentado de cancer de bexiga em
comparagdo com pacientes submetidos somente a cirurgia, isso se deve ao efeito
secundério da radiacdo (NIEDER; PORTER; SOLOWAY, 2008).

Durante a radioterapia, deve-se priorizar poupar Orgados em risco, como
pulmdes, coracdo e mama contralateral para evitar complicacbes a longo prazo e
alcancar efeitos estéticos satisfatorios (BALAJI et al., 2016). As vantagens adicionais
de técnicas mais robustas de radioterapia sdo a sua capacidade de fornecer
distribuicdes de dose diferencial, que permitem a entrega simultanea de impulso
integrado (BALAJI et al., 2016). Essas técnicas também diminuem a toxicidade da
radioterapia, porém ainda sao pouco utilizadas no Brasil devido aos custos,
dificuldade no reembolso e muitas vezes pelo volume de pacientes (SALVAJOLI,
2012).

A hormonioterapia € a classe terapéutica mais efetiva no tratamento de
pacientes que apresentam tumores que tenham a expressdo dos receptores
hormonais. Esse tipo de terapia, também chamada de também chamadas de
terapia-alvo, sdo tratamentos que buscam atingir propriedades especificas das
células tumorais. Pacientes cujo cancer é positivo para receptores de estrogeno ou
progesterona parecem ser as que mais se beneficiam da terapia hormonal e tem um
prognéstico mais favoravel (CARVALHO, 2010; SOUZA, 2016).
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De acordo com KALIKS (2015), a presenca dos receptores hormonais, ou de
apenas um deles, indica um beneficio da utilizagdo da hormonioterapia como parte
do tratamento em qualquer fase da doenca, seja administrada de forma adjuvante ao
tratamento cirdrgico no caso de doenca localizada, ou no caso de doenca

metastatica.

O trastuzumabe, a terapia alvo mais eficaz desenvolvida para o tratamento do
cancer de mama até agora, € um anticorpo monoclonal humanizado, que possui
afinidade ao dominio extracelular de HER2 (CARLI et al., 2012). Seu mecanismo de
acao ainda nao foi totalmente determinado e pode envolver a inibicdo de HER2 e da
via PI3K-AKT, atenuacdo da sinalizacao celular, citotoxicidade celular dependente
de anticorpos e inibicdo da angiogénese tumoral (VALABREGA; MONTEMURRO;
AGLIETTA, 2007; CARLI et al., 2012;). Esse farmaco é utilizado no tratamento de
cancer de mama metastizado que superexpresse HER2, e que ja tenha recebido

outras alternativas de tratamento antitumoral.

O lapatinibe pertence a uma classe de tratamento oncoldgico denominada
terapia alvo dirigida (DEMOLINER; CORTE, 2010). Por ser uma terapia alvo,
apresenta pouca acdo nas células saudaveis, ocasionando menos efeitos
secundarios que o0s guimioterapicos convencionais. O lapatinibe, tem como alvo
inibir o crescimento das células tumorais associadas a HER2 in vitro (DEMOLINER,;
CORTE, 2010; SOUZA, 2016). Esse tratamento foi aprovado pelo FDA em 2007
para o tratamento do cancer de mama com superexpressao do HER2, em mulheres
qgue ja fizeram quimioterapia e usaram trastuzumabe (SOUZA, 2016). As principais
reacdes adversas sdo a diarreia, sindrome mao-pé, nauseas, vomitos, taquicardia
ou bradicardia e diminuicdo da pressédo arterial e a hepatotoxicidade, com possivel
modificacao das funcbes hepéticas (DEMOLINER; CORTE, 2010).

Como mencionado, até mesmo terapias-alvo apresentam reacdes adversas.
Sendo assim, esses fatores demonstram claramente a necessidade de buscar
substancias com maior seletividade celular, com menos efeitos adversos, maior

potencial antiproliferativo e menores indices de resisténcia.
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2.2 Espécies Reativas de Oxigénio x Cancer

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) sdo moléculas altamente reativas, que
sdo produzidas por organismos vivos como resultado de reacdes metabdlicas nas
mitocdndrias, metabolismo celular normal e fatores ambientais. Essas moléculas
podem danificar os acidos nucleicos e as proteinas, alterando assim suas funcgfes
(GUPTA et al.,, 2014). Em niveis baixos, EROs desempenham papéis vitais na
estimulacdo de cascatas de sinalizagcdo em células vegetais e animais em resposta
a mudancas nas condi¢cdes ambientais intra e extracelulares (JABS, 1999). Sob um
estresse ambiental sustentado, as EROs sao produzidas por um longo tempo e,
portanto, danos significativos podem ocorrer na estrutura celular e funcionamento
normal, podendo induzir mutacbes somaticas e transformacao neoplasica (FANG;
SEKI; MAEDA, 2009; KHANDRIKA et al., 2009).

O estresse oxidativo (EO) é definido como um desequilibrio entre a producao
de radicais livres e 0s metabolitos reativos, chamados oxidantes ou espécies
reativas de oxigénio (EROs), e sua eliminagdo por mecanismos de protecao,
referidos como antioxidantes (KOVA, 2010; REUTER et al, 2010). Esse
desequilibrio leva a danos de biomoléculas importantes e células, com potencial
impacto em todo o organismo. Este € um fenbmeno associado a mecanismos
patogénicos de varias  doencas, incluindo  aterosclerose, doencas
neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e Parkinson, céncer, diabetes
mellitus, doencas inflamatérias, bem como doencas psicolégicas ou processos de
envelhecimento (KOVA, 2010).

A relacdo entre inflamacao e cancer foi sugerida por dados epidemiolégicos e
experimentais e confirmada por terapias anti-inflamatdrias que mostram eficacia na
prevencdo e tratamento de cancer (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Os
processos associados a proliferacdo, apoptose e senescéncia podem ser o resultado
da ativacdo das vias de sinalizacdo em resposta a alteracdes intracelulares nos
niveis de EROs (SAUER; WARTENBERG; HESCHELER, 2001).

Com relacdo ao estado redox de células tumorais, sabe-se que existem duas

caracteristicas das células tumorais em comparacdo com as ceélulas normais, que



15

sdo um aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e uma
diminuicdo da capacidade de eliminacdo de EROs (BRIGELIUS-FLOHE; KIPP,
2009). As células cancerigenas utilizam as EROs para estimular a proliferacéo,
invasdo, migracdo e angiogénese, mas o mais importante € que elas desenvolvem
mecanismos para evadir a apoptose (BRIGELIUS-FLOHE; KIPP, 2009).

Uma grande variedade de canceres estdo envolvidos com as EROs, como
cancer de mama (BROWN; BICKNELL, 2001), cancer de estémago (OLIVEIRA et
al., 2003), cancer de pulméo (AZAD; ROJANASAKUL; VALLYATHAN, 2008),
melanoma (FRUEHAUF; TRAPP, 2008), linfoma (VAN DE WETERING et al., 2008),
dentre outros (REUTER et al., 2010).

2.3 Compostos Organicos Contendo Teldrio

Os compostos organocalcogénios sao importantes intermediarios e reagentes
muito utilizados em sintese organica (COMASSETO et al.,, 1996; ZENI; BRAGA,;
STEFANI, 2003). Essas moléculas sao formadas pelos elementos Oxigénio (O),
Enxofre (S), Selénio (Se), Teldrio (Te) e Polbnio (Po), e estdo localizados no grupo
16 da tabela periédica (MORETTO, 2005).

Atualmente os compostos organocalcogénios tém recebido atencéo especial,
principalmente devido as propriedades bioldgicas interessantes das moléculas que
contém esses atomos em sua estrutura (DA ROSA et al., 2016). Relatos na literatura
demonstram algumas das atividades relevantes dessas moléculas, como atividade
antiviral (SANCINETO et al., 2015), antioxidante (BRAGA et al., 2009),
antidepressiva (BRUNING et al., 2011) e antitumoral (DA ROSA et al., 2016).

Compostos organicos que contenham o atomo de teldrio em sua estrutura
tém demonstrado diversas propriedades interessantes, como atividade
imunomoduladora (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004), antioxidante (AVILA et al.,
2012) e anticancerigena (ABONDANZA et al, 2008). Essas propriedades
farmacoldgicas inerentes aos compostos de organotelirio podem ser atribuidas a

sua capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies
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reativas de nitrogénio (ERNs) (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004; BRIVIBA et al.,
1998).

Os compostos de organoteltrio também podem mimetizar a atividade da
enzima glutationa peroxidase (GPx), que sao excelentes catalisadores para reacoes
antioxidantes, e protegem o organismo contra efeitos potencialmente prejudiciais de
EROs, sendo este 0 mecanismo ao qual a maioria dos autores atribui sua atividade
antioxidante (BRAGA et al., 2009).



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial antitumoral de
compostos organicos contendo teldrio sobre linhagens celulares de cancer de mama

visando futura aplicacao terapéutica.

3.2 Objetivos Especificos

a) avaliar o potencial citotéxico in vitro dos compostos organicos contendo telario
sobre linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano de subtipo
luminal (MCF-7) através do ensaio colorimétrico de reducdo do MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio).

b) avaliar o potencial citotoxico in vitro dos compostos organicos contendo tellrio
sobre linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano de subtipo
Claudin-low (MDA-MB-231) através do ensaio colorimétrico de reducdo do
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio).

c) avaliar o potencial citotéxico in vitro dos compostos organicos contendo telario
sobre linhagens celulares de cancer de mama murino (4T1) através do ensaio
colorimétrico de redugdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio).
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d) calcular a concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (ICso0), a partir
dos dados obtidos no ensaio de reducao do MTT.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese dos Compostos Organicos Contendo Telurio

Os compostos foram sintetizados pelo laboratério LabSelen-NanoBio da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O procedimento de sintese foi
realizado de acordo com metodologia previamente reportada por TABARELLI et al.,
(2017). Os compostos escolhidos para serem utilizados nesse estudo foram o0s
compostos (S)-(2-azido-1-phenyl-3-telurophenyl)-propane (composto 1a) e (S)-(2-
azido-1-phenyl-3-teluro-p-methoxy-phenyl)-propane (composo 1b) (Figura 5) ambos
contendo o atomo calcogénio telario em sua estrutura. Os mesmos foram
selecionados de acordo com ensaios realizados em um estudo prévio, no qual as
moléculas aqui estudadas demonstraram ndo ser tdoxicas em ensaios in Vvivo
utilizando camundongos swiss e foram as que obtiveram melhor desempenho em
células de cancer de pulméo (TABARELLI et al., 2017).

Te
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Composto 1a Composto 1b

Figura 2 - Estrutura dos compostos orgéanicos de tellrio utilizados.
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4.2 Cultivo Celular

O cultivo celular de mamiferos fornece uma ferramenta importante para
avaliar a citotoxicidade de compostos com potencial atividade terapéutica
(PAILLARD et al., 1999).

Neste trabalho, utilizou-se a linhagem tumoral de mama MCF-7 como
equivalente ao subtipo molecular luminal (Figura 2) e MDA-MB-231 como
equivalente ao subtipo Claudin-low (Figura 3) e a linhagem celular de cancer de

mama murino de grau IV (4T1) (Figura 4).

>

Figura 3 - Imagem microscépica da linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano MCF-7
subtipo luminal. Fonte: Propria. Aumento: 40x.

S X)) AY] TN\
Figura 4 - Imagem microscopica da linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano MDA-
MB-231 subtipo Claudin-low. Fonte: Prépria. Aumento: 40x.
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Figura 5 - Imagem microscopica da linhagem celular de cancer de mama murino de grau IV 4T1.
Fonte: Prépria. Aumento: 40x.

As linhagens celulares de adenocarcinoma de mama humano de subtipo
luminal (MCF-7), adenocarcinoma de mama humano de subtipo Claudin-low (MDA-
MB-231) e linhagem celular de cancer de mama murino (4T1) foram obtidas do
Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). As linhagens MCF-7 e 4T1 foram cultivadas com meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), obtidos da Vitrocell Embriolife
(Campinas, Brasil) e Gibco (Grand Island, NY, USA), respectivamente. Enquanto
que a linhagem tumoral MDA-MB-231 foi cultivada com o meio de cultura Leibovitz,
suplementado com 0,2g/L de bicarbonato de sddio e 10% de soro fetal bovino (SFB)
também obtidos da obtidos da Vitrocell Embriolife (Campinas, Brasil) e Gibco (Grand
Island, NY, USA). As células foram mantidas em atmosfera controlada, com 37°C,
95% de umidade e 5% de CO:2 para as linhagens MCF-7 e 4T1.
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Tabela 2 - Linhagens celulares utilizadas e suas respectivas caracteristicas.

Linhagem Espécie Meio de Condicdes  Caracteristica
Cultura de Cultivo da Célula
MCF-7 Humana RPMI + 37°C, 95% Células

10% SFB  de umidade, aderentes de
5% CO2 adenocarcinoma

de mama de
subtipo luminal.
MDA-MB- Humana Leibovitz 37°C, sem Células
231 +10% SBF necessidade  aderentes de
+ 0,2¢g/L de de CO2 adenocarcinoma
bicarbonato de mama de
de sédio subtipo Claudin-
low.
4T1 Camundongo RPMI + 37°C, 95% Células
10% SFB  de umidade, epiteliais
5% CO2 aderentes

de cancer de
mama murino
em fase IV.

Fonte: Prépria.

4.3 Determinacao de Citotoxicidade - Ensaio colorimétrico de Redu¢do do MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio)
(Sigma) € um teste colorimétrico utilizado para avaliagdo da viabilidade celular.
Desidrogenases mitocondriais, presentes apenas nas células metabolicamente
viaveis, clivam o anel de tetrazolio, transformando-o de um composto de coloracéo
amarela em um composto de coloragdo azul escuro, que séo os cristais de formazan
{E,Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-1,3-diphenylformazan}, esses cristais sdo insolluveis
em solugdes aquosas. Assim sendo, a producdo de formazan reflete o estado
funcional da cadeia respiratéria (MOSMANN, 1983). A figura 6 demonstra a
formacdo dos cristais de formazan a partir do MTT pelas desidrogenases

mitocondriais.
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Figura 2 - Transformagé&o do sal de tetrazolio (MTT) em cristais de formazan. Neste ensaio, o sal de
MTT de coloracdo amarela é transformado em cristais de formazan de cor azul-parpura pelas
desidrogenases mitocondriais, presentes apenas em células metabolicamente viaveis. Fonte: Propria.

Para esse ensaio, as células foram semeadas a uma densidade de 2x10%
células por poco e distribuidas em uma placa de cultura celular de 96 pocos com
100uL de meio de cultivo em cada cavidade. A placa foi incubada na estufa, por 24h,
para sedimentacdo das células. Apos, as células foram submetidas ao tratamento
com os diferentes compostos, nas concentracbes de 0,1uM, 1uM, 12,5uM, 25uM,
50uM e 100uM. As moléculas foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e
adicionadas ao meio suplementado com 10% de SFB nas concentracdes desejadas.
A concentracgao final de DMSO no poc¢o nao excedeu 0,2% e um grupo adicional foi
exposto a uma concentragdo equivalente deste solvente. Nos pog¢os controles,
100uL de meio de cultura sao adicionados. Todos os experimentos foram realizados
com as ceélulas em fase logaritmica de crescimento, em triplicata e em trés
repeticdes de experimentos independentes e a citotoxicidade foi avaliada apés 48
horas de exposi¢céo aos tratamentos.

ApoOs o periodo de incubacdo, o meio foi removido e posteriormente foi
adicionado 180ul de meio e 20l de MTT em cada pogo (5 mg de MTT/ml solugao).
As células foram incubadas por mais 3h e 0 meio foi descartado. Foi adicionado
100pl de DMSO em cada poco para solubilizar os cristais de formazan e a placa foi
agitada por 10 minutos. Apds isso, foi realizada a leitura do experimento em

espectrofotometro (Thermo Plate TP-Reader) a um comprimento de onda de 492nm.
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A porcentagem de inibicdo do crescimento foi determinada através da férmula: % de

INibicao = (1- AbS492 células tratadas/ADS492 células controles) X 100.

4.4 Calculo ICso

A concentracdo que inibe 50% (ICs0) € uma medida da eficacia de uma
substancia de inibir uma funcéo biolégica especifica, como por exemplo, inibicdo do
crescimento. Essa € uma medida quantitativa que indica o quanto de uma molécula
ou farmaco € preciso para inibir metade de um processo biolégico. Dessa forma,
esse valor reflete a poténcia de um composto, ou seja, quanto menor o valor do ICso,
maior a poténcia do composto de inibir 50% de uma funcao biolégica. Geralmente os
valores sdo expressos como concentracdo molar (BECK et al.,, 2004). Para o

calculo, foram utilizados os dados obtidos no ensaio de reducdo do MTT.

4.5 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o teste one-way ANOVA seguido pelo
teste de Tukey para comparacdes multiplas, fazendo uso do software
GraphPad.Prism versdo 6. P <0,05 foram considerados significantes em todas as
analises. Os dados foram expressos como média + EPM. Para o calculo do ICso, foi

utilizado o software Statistix.



5 RESULTADOS

5.1 Determinacgéo da Citotoxicidade - Ensaio colorimétrico de MTT

Os resultados obtidos no ensaio de reducdo do MTT (Figuras 7-9)
demonstram que o composto la e 1b diminuiram significativamente a viabilidade
das células de cancer de mama in vitro de uma maneira dependente da dose. Os
compostos sintetizados foram capazes de inibir 50% da viabilidade das células
tumorais com valores de ICso variando de 3,74 a 39,81yuM apos 48 horas de

tratamento (Tabela 3).

Tabela 3 - Valores ICso (UM) dos compostos organocalcogénios em linhagens celulares MCF-7, MDA-

MB-231 e 4T1 ap0s exposi¢do durante 48h.

Composto MCF-7 MDA-MB-231 471
la 39,81 + 13,38 17,59 + 2,37 38,01 +12,72
1b 16,96 £ 4,77 3,74+ 3,77 15,84 + 11,47

A molécula 1b demonstrou uma maior citotoxicidade sobre as células de
cancer de mama humano e murino. Os valores de ICso alternaram de 16,96 *
4,77uM na célula MCF-7, 3,74 + 3,77uM na linhagem tumoral triplo negativo MDA-
MB-231 e 15,84 + 11,47uM na célula murina 4T1 (Tabela 3). A mesma molécula foi
capaz de inibir o crescimento em até 85,6% na linhagem MCF-7, 92,5% na linhagem
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MDA-MB-231 e 93,5% na linhagem 4T1 apods 48 horas de tratamento com 100 puM
do composto (Figuras 7-9).

Os valores de ICso para a molécula 1la variaram de 39,81 + 13,38uM na célula
MCF-7, 17,59 £ 2,37uM na célula MDA-MB-231 e de 38,01 + 12,72uM na célula 4T1
(Tabela 3). Além disso, a molécula foi capaz de inibir o crescimento celular em até
68,8% na linhagem MCF-7, 92,4% na linhagem MDA-MB-231 e 84,8% na linhagem
4T1 apos 48 horas de tratamento com 100uM do composto (Figuras 7-9).
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Figura 7. Inibicdo da viabilidade celular da linhagem MCF-7 investigada pelo ensaio de MTT. Os
dados sdo expressos como médias + EPM de trés experimentos independentes. As letras indicam
diferencas significativas entre as concentragbes do tratamento. P<0,05 foram considerados
significativos.
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Figura 8. Inibicdo da viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231 investigada pelo ensaio de MTT.
Os dados sdo expressos como médias + EPM de trés experimentos independentes. As letras indicam
diferencas significativas entre as concentracdes do tratamento. P<0,05 foram considerados
significativos.
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Figura 9. Inibicdo da viabilidade celular da linhagem 4T1 investigada pelo ensaio de MTT. Os dados
sd0 expressos como médias + EPM de trés experimentos independentes. As letras indicam
diferencas significativas entre as concentracdes do tratamento. P<0,05 foram considerados
significativos.



6 DISCUSSAO

Os compostos organocalcogénios tém recebido atencdo especial,
principalmente devido as propriedades bioldgicas interessantes das moléculas que
contém esses atomos em sua estrutura (DA ROSA et al.,, 2016). O teldrio é
considerado um elemento ndo-essencial, e esta pode ser a razao pela qual este
elemento € quase negligenciado nas investigacdes bioldgicas e frequentemente
associado a toxicidade (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004). A atividade antitumoral
dos compostos organocalcogénios ja foi demonstrada em diversos estudos
(NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004; ABONDANZA et al., 2008; SHAABAN et al.,
2014; TABARELLI et al., 2017).

Em estudos prévios, nosso grupo de pesquisa investigou a atividade
antioxidante e antitumoral de compostos organocalcogénios, obtendo resultados
promissores em células de cancer de pulméo (TABARELLI et al., 2017) e células de
cancer de bexiga (DA ROSA et al., 2016). Estudos envolvendo compostos
organocalcogénios contendo tellrio em sua estrutura em cancer de mama Sao
escassos, sendo necessaria uma maior atencao a esses compostos devido as suas
propriedades farmacolégicas ainda nao investigadas e a grande representatividade

desse tipo de cancer na populacdo mundial.

Neste trabalho, foram testados dois compostos organicos contendo teltrio em
sua estrutura, em células tumorais de cancer de mama. Foi demonstrado aqui, que
0s compostos la e 1b diminuiram significativamente a viabilidade das células de

cancer de mama in vitro de uma maneira dependente da dose (Figuras 7-9). Os dois
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compostos foram capazes de inibir mais de 50% da viabilidade celular das 3
linhagens celulares tumorais avaliadas. O composto 1b se mostrou mais eficiente,
pois apresentou uma maior capacidade de inibicdo da viabilidade celular em todas
as linhagens testadas e seus valores de ICso foram menores que os valores de ICso
do composto la (Tabela 3), demonstrando assim, uma maior poténcia quando
comparado ao composto la. Esses resultados estdo de acordo com dados
apresentados por diversos outros estudos (NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004;
SHAABAN et al., 2014; DA ROSA et al., 2016; SILBERMAN et al., 2016).

Shaaban et al., (2014) sintetizou uma série de compostos contendo enxofre,
selénio e tellrio em sua estrutura e os testaram em varias linhagens celulares
tumorais. Enquanto que 0s compostos com enxofre e selénio ndo mostraram
nenhuma atividade expressiva, os compostos contendo teldrio em sua estrutura
exibiram atividade citotdxica significativa. De forma interessante, alguns dos
compostos demonstraram uma possivel acdo seletiva, demonstrando uma menor
citotoxicidade em células de cultivo primario de fibroblastos humanos do que nas

células tumorais.

Nosso grupo de pesquisa jA demonstrou que compostos organocalcogénios
possuem atividade antitumoral. DA ROSA et al., (2016) avaliou a atividade
antitumoral de compostos organocalcogénios contendo selénio, enxofre e telario
sobre linhagem celular de cancer de bexiga 5637 e demonstraram que 0 composto
que continha o &tomo calcogénio Te em sua estrutura, diminuiu significativamente a
viabilidade celular in vitro de maneira dose-tempo dependente. No mesmo estudo,
foi demonstrada atividade antioxidante satisfatoria apenas de um composto, o qual
continha em sua estrutura o atomo Te. Além disso, também foi demonstrado por
TABARELLI et al., (2017), utilizando os mesmos compostos aqui estudados, que os
compostos que continham tellrio na estrutura apresentaram um efeito antioxidante

maior em comparagdo com 0s compostos contendo outros atomos de calcogénios.

ABONDANZA et al., (2008) também investigaram a efetividade de um
composto contendo tellrio em sua estrutura para produzir efeitos letais em linhagem
celular de leucemia (HL-60) e sua capacidade de modular a expressao da

oncoproteina Bcl-2. Os resultados desse estudo sugerem que O composto
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organocalcogénio induziu a morte celular por apoptose em células tumorais de
leucemia humana HL-60, esse resultado pode ser mediado pela down regulacdo de
expressao de Bcl-2, que possui um papel importante na regulacdo de morte celular

programada e tem sido considerada como potencial alvo para terapia do cancer.

Essas descobertas estdo de acordo com varios relatérios da literatura, no qual
compostos contendo teltrio demonstram ser agentes antioxidantes efetivos, mais do
gue seus analogos contendo enxofre e selénio (NOBRE et al.,, 2014). Esta
propriedade os torna atraentes como protetores contra EROs, tais como peréxido de
hidrogénio, hipoclorito e radicais peroxil, e como inibidores da peroxidacéo lipidica
em sistemas quimicos e bioldgicos (BRIVIBA et al.,, 1998; KANSKI et al., 2001).
Acredita-se que tais compostos possam alterar significativamente o equilibrio redox
pré-existente na célula no sentido de oferecer mais condi¢ces oxidantes. Neste
contexto, as condicdes de oxidagdo sdo usadas para “empurrar’ oxidativamente
células cancerosas estressadas até o “limiar redox” e assim induzir morte celular por
apoptose (COMPARSI et al., 2015).

A maior atividade citotoxica do composto 1b frente ao composto la pode ser
devido a presenca do substituinte metoxi, visto que estudos prévios evidenciaram
gue a adicdo desse substituinte conferiu uma maior atividade antiproliferativa de em
relacdo ao composto parente correspondente, demonstrando que a introducao de
grupos metoxi pode melhorar a atividade anticancerigenas dos compostos (ZHAO et
al., 2017).

Assim, o presente trabalho demonstrou que o possivel efeito antitumoral de
compostos organicos contendo Te em sua estrutura, pode ser devido a potencial
capacidade antioxidante desses compostos. Entretanto, mais estudos sé&o
necessarios para melhor entendimento do mecanismo de morte induzido pelos

compostos organocalcogénios sobre as células de cancer de mama.



7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que 0S compostos
organocalcogénios aqui testados possuem efeito citotéxico sobre células de cancer
de mama. Ainda que prévios, nossos resultados indicam que 0s compostos
organocalcogénios contendo Te em sua estrutura representam uma classe
importante e promissora para a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes

farmacoterapéuticos.

Tendo em vista os resultados promissores do presente trabalho, temos como
perspectiva, continuar investigando os compostos aqui estudados, a fim de:

a) realizar estudos de relacdo estrutura/atividade;

b) investigar a citotoxicidade dos compostos aqui expostos, em células nao-

tumorais;

c) avaliar o perfil apoptético das linhagens celulares de mama submetidas ao
tratamento com os diferentes compostos organocalcogénios através do

ensaio de citometria de fluxo;

d) avaliar o perfil de expressao génica das linhagens de cancer de mama para
genes envolvidos em processos de apoptose, de ciclo celular e de enzimas
antioxidantes, apods tratamento com 0s compostos organocalcogénios e dessa

forma, investigar melhor os processos de morte celular envolvidos.
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