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RESUMO

O cancer de mama é o segundo tipo mais comum de cancer no mundo,
correspondendo a aproximadamente 25% do total de novos casos anuais. Em
regibes menos desenvolvidas corresponde a maior causa de morte entre as
mulheres. A utilizagdo de retinoides para o tratamento de tumores de mama € uma
abordagem que vem ganhando forca, principalmente em tumores estrogénio
responsivos. Os retinoides sdo derivados naturais ou sintéticos da vitamina A que
atuam principalmente pela ligagdo a receptores nucleares, modulando a expressao
de genes alvos. O interesse na sua utilizagcdo para terapia antitumoral deriva da
capacidade desses compostos em promover diferenciacdo, apoptose e controle de
proliferacdo em linhagens tumorais, 0 que o0s torna promissores agentes
antitumorais. A utilizacdo de ligantes seletivos, a modificacdo molecular de
compostos lideres e a combinagdo com outros agentes antitumorais, sao estratégias
adotadas para diminuir os efeitos colaterais e melhorar o perfil de toxicidade desses
compostos. Este trabalho avaliou os mecanismos celulares envolvidos na resposta
de células tumorais de adenocarcinoma mamario (MCF7) ao tratamento com duas
novas moléculas retinoides, derivadas de modificagdes moleculares no composto
lider AM580 e sua associacdo a doxorrubicina. A citotoxicidade dos compostos foi
avaliada juntamente com sua capacidade de induzir danos ao DNA, paradas de ciclo
celular e apoptose. Os resultados demonstraram que 0s compostos diminuem a
viabilidade celular e em periodos curtos de exposicdo causam morte celular por
apoptose, sendo que o mecanismo de morte ndo esta relacionado com danos no
DNA. Além disso, demonstraram pronunciado efeito sobre o ciclo celular, induzindo
paradas na fase G1. Quando combinados com a doxorrubicina potencializaram o0s
danos no DNA e morte celular por apoptose induzidos pelo quimioterapico. Por fim,
estas observacdes sugerem a possibilidade do desenvolvimento de novos
esquemas terapéuticos com a inser¢ao de retinoides seletivos para o tratamento de

tumores de mama.

Palavras-chave: Retinoides, Cancer de mama, AM580, MCF7, modificacdes

moleculares.



ABSTRACT

Breast cancer is the second most common type of cancer worldwide, corresponding
for approximately 25% of all new cases annually. In underdeveloped regions it
corresponds to the major cause of death among women. Using retinoids for breast
tumors treatment is an approach that has gained strength, especially in estrogen
responsive tumors. Retinoids are natural or synthetic vitamin A derivatives which act
primarily by binding to nuclear receptors, modulating the expression of target genes.
The interest for anticancer therapy derives from the ability of these compounds to
promote differentiation, proliferation and apoptosis in tumor cell lines, which makes
them promising antitumor agents. Selective ligands, molecular modification of lead
compounds and combination with other antitumor agents are strategies adopted to
reduce side effects and improve toxicity profile of these compounds. This study
evaluated cellular mechanisms in response to two new retinoids derivatives obtained
from molecular modifications in the lead compound AM580 and its association with
doxorubicin in breast adenocarcinoma tumor cells (MCF7). Cytotoxicity was
assessed by the ability to induce DNA damage, apoptosis and cell cycle arrest.
Results showed that compounds decreased cell viability and short-time exposure
induced cell death by apoptosis, which was not related to DNA damage.
Furthermore, retinoids presented pronounced effect on cell cycle, inducing G1 arrest.
When combined with doxorubicin, retinoids potentiated DNA damage and cell death
by apoptosis induced by the chemotherapeutic drug. Finally, these observations
suggest the possibility of developing new therapeutic regimens with selective

retinoids for breast tumors treatment.

Keywords: Retinoids, Breast cancer, AM580, MCF7, molecular modifications.
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Capitulo |

1. Revisao da literatura

1.1. Cancer

Cancer € um termo genérico para um grupo de doencas caracterizadas pela
proliferagdo celular descontrolada e invasdo de tecidos adjacentes que podem,
eventualmente, espalhar-se para outras partes do organismo (metastases) (IARC,
2015). O cancer pode se originar de uma unica célula mutada. As alteracdes
genéticas que contribuem para o desenvolvimento do mesmo, em geral, afetam trés
classes principais de genes: 0s proto-oncogenes, 0S genes supressores tumorais e
0s genes relacionados ao reparo de DNA (NCI, 2015).

Os fatores de risco relacionados ao cancer podem ser herdados ou
decorrentes da interacdo do organismo com agentes externos, como 0S agentes
fisicos (radiacdo ionizante e ndo ionizante), compostos quimicos e agentes
biolégicos (infec¢des por determinados virus, bactérias e parasitas) (INCA, 2016a). A
idade é outro fator fundamental para o desenvolvimento do cancer, bem como a
obesidade e o sedentarismo. Além disso, o acumulo de mutacdes e a perda da
eficiéncia dos sistemas de reparo favorecem o surgimento da doenga (IARC, 2015).

Com cerca de 14 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes em 2012, o
cancer figura entre as maiores causas de morbidade e mortalidade no mundo
(FERLAY et al., 2015).

1.2. Cancer de mama

O cancer de mama é o segundo tipo mais comum de cancer no mundo e o
mais comum entre as mulheres, sendo responsavel por 25% do total de novos casos
de cancer anualmente e a quinta maior causa de morte entre todos 0s canceres no
mundo. Em regides menos desenvolvidas corresponde a maior causa de morte entre
as mulheres e a segunda maior causa em regides mais desenvolvidas do mundo
(FERLAY et al., 2015).

No Brasil a incidéncia e a mortalidade deste tipo de tumor sdo elevadas.
Anualmente, 25% do total de novos casos correspondem a tumores de mama. Em

nameros, sao estimados 57.960 novos casos em 2016. A sobrevida média apés
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cinco anos € de apenas 61%, derivada principalmente de diagnosticos tardios
(INCA, 2016b).

O cancer de mama € mais comum em mulheres do que em homens e dentre
os fatores de riscos pode citar-se a idade avancada, o historico familiar e mutacfes
em genes especificos, tais como BRCAL1 e BRCA2 (ACS, 2014a).

A mama é constituida por l6bulos de glandulas tubulo-alveolares, cada mama
possui de 15 a 25 I6bulos que produzem o leite, pequenos ductos que conduzem o
leite até o mamilo, vasos sanguineos e linfaticos, tecido adiposo e conectivo
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008) (Figura 1A). O tipo mais comum de céancer de
mama € o carcinoma ductal invasivo que se inicia nas células dos ductos e pode
invadir tecidos adjacentes. As células tumorais também podem manter-se
confinadas no ducto, sendo este tipo de tumor denominado carcinoma ductal in situ
(Figura 1B). O cancer que se inicia nos lobulos é chamado de carcinoma lobular
(Figura 1C) e outro tipo menos comum é o cancer de mama inflamatério (Figura 1D),
gue é provocado pelo bloqueio dos vasos linfaticos pelas células tumorais. Além da
localizacdo primaria do tumor, o tamanho do tumor e o comprometimento de
linfonodos também sé&o levados em consideracao na sua classificacao.

Caracteristicas moleculares dos tumores também s&o fatores importantes na
classificacdo. A avaliacdo do status de receptores hormonais como o receptor para
estrogénio (RE), progesterona (RP) e HER2, é indicada em todos os casos de
cancer de mama por comités de consenso oncoldgicos internacionais
(GOLDHIRSCH et al., 2011), pois sdo biomarcadores preditivos de resultados na
terapia e do prognéstico da doenca. Além disso, muitos testes tém sido propostos
para subestratificar os canceres em grupos moleculares e identificar pacientes com
cancer de mama de forma personalizada. A identificacdo de subgrupos moleculares
(luminais A e B, HER2, basal e normal breast-like), utilizando expressdo génica
ainda é pouco difundida, pois engloba a utilizacédo de técnicas caras de diagnostico e
metodologicamente dificeis para uso rotineiro em laboratérios de anatomia
patolégica (SOTIRIOU et al., 2006).

O tratamento do cancer de mama estd diretamente relacionado as
caracteristicas tumorais discutidas anteriormente, e envolve a utilizacdo de remocao
cirdrgica, radioterapia, quimioterapia, horménio terapia e terapias alvo. A escolha do

método baseia-se no objetivo da terapia, bem como os possiveis efeitos colaterais
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(ACS, 2014a). Diferentes classes de quimioterapicos sao utilizados na quimioterapia
sisttmica de tumores de mama, incluindo as antraciclinas (doxorrubicina e
epirrubicina), taxanos (paclitaxel e docetaxel), alquilante (ciclofosfamida), composto
platinado (carboplatina), além de analogos de base (gencitabina e capecitabina)
(COLEMAN, 2009). Em tumores com receptores hormonais ativos (RE+/RP+), a
hormonio terapia é indicada apds a resseccéo cirdrgica para evitar o reaparecimento
da doenca, o medicamento mais utilizado € o tamoxifeno. Tumores com
superexpressao do gene HER2/neu geralmente estdo relacionados com progndstico
ruim da doenca e sao tratados com anticorpos monoclonais direcionados a proteina
formada pela expressao do gene (terapia alvo), um dos medicamentos utilizado é o
trastuzumab (COLEMAN, 2009; TELLI; CARLSON, 2009).

Figura 1 — Estrutura mamaria feminina normal (A) e principais localizacbes de

tumores de mama. (B) Carcinoma lobular in situ (C) Carcinoma ductal in situ (D)
Céancer de mama inflamatorio.
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1.3. Vitamina A

A vitamina A e seus derivados naturais n&o sdo sintetizados pelo organismo e
necessitam serem ingeridos na alimentacédo, podendo ser obtidos de fontes animais
ou vegetais (ROSS; HARRISON, 2013). Curiosamente, o interesse cientifico por
estes compostos surgiu a partir de estudo de manipulagédo da dieta de ratos por
Lunnin (1881). Nesse estudo os animais alimentados com leite integral
desenvolviam-se normalmente, enquanto aqueles alimentados com caseina pura,
sacarose, gordura, minerais e agua, adoeciam e morriam (LUNIN, 1881). Em 1912, a
hipotese de que pequenas quantidades de fatores alimentares acessoérios presentes
no leite integral poderiam ser responsaveis pelo crescimento normal dos ratos, foi
levantada por Hopkins (1912). No mesmo ano, Casmir postulou o termo vitaminas,
como aqueles nutrientes presentes em pequenas quantidades nos alimentos, que
séo responsaveis pelo desenvolvimento saudavel dos mamiferos (CASMIR, 1975).
Finalmente, em 1913, dois estudos comprovaram a teoria de que um componente
minoritario ndo sintetizado pelo organismo, presente no leite integral, até entdo
conhecido com Fat-soluble A, seria o responsavel pelo desenvolvimento normal dos
ratos (CHEMISTRY; MCCOLLUM, 1913; OSBORNE; MENDEL, 1913).

Nos anos seguintes, varios estudos foram conduzidos com a vitamina A e 0
seu acido (do inglés, posteriormente conhecido como all-trans-retinoic acid (ATRA) —
acido trans-retinoico), identificando diversos processos relacionados a deficiéncia e
a0 excesso desses compostos no organismo, tais como malformacdes de genitalias
(COHLAN, 1953), regulacdo e manutencdo de varios tecidos (DOWLING; WALD,
1960) e disfuncao visual (WALD, 1968).

1.4. Retinoides e seu mecanismo de agéo

Os retinoides sdao um grupo de mais de 4.000 substancias
estruturalmente/funcionalmente relacionados a vitamina A ou seus derivados
naturais, o acido trans-retinéico (ATRA) e o &cido cis-9-retindico (ALIZADEH et al.,
2014). Por definicdo, retinoides sdo substancias que possuem a capacidade de
interagir com os receptores retinoides (SPORN et al.,, 1986). Em 1973, M. Bashor
formulou a hipotese de que a formacdo de um complexo horménio-receptor que

entra no nucleo e interage com componentes nucleares, afetando a transcricdo de
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genes, poderia ser o mecanismo responsavel pela de acdo dos retinoides
(BASHOR; TOFT; CHYTIL, 1973). O trabalho de Giguere et al. (1987) revelou o
receptor responsavel pela atividade do ATRA, consolidando a hipotese de que o
mecanismo de acdo dos retinoides é mediado por interagdo com receptores
nucleares.

Atualmente, sabe-se que a atividade bioldgica dos retinoides € derivada da
interacdo com dois tipos de receptores nucleares, 0s receptores para acido retinoico
(RAR) (RARa, RARB e RARYy) e os receptores x retinoide (RXR) (RXRa, RXRpB e
RXRYy). Os receptores RAR podem ser ativados pelo &cido trans-retinoico e pelo
acido 9-cis-retindico, enquanto que os receptores RXR sdo ativados apenas pelo o
acido 9-cis-retindico. A forma ativa do receptor consiste em um heterodimero
formado pela unido de um receptor RAR com um RXR, esse complexo reconhece
sequéncias especificas de nucleotideos na regido promotora de genes e interage
com co-ativadores ou co-repressores adicionais que podem, por fim, ativar a
transcricdo, alterando a expressao de genes alvos (DAS et al., 2014; DI MASI et al.,
2015) (Figura 2).

Figura 2 — Mecanismo de agéo de retinoides.
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1.5. Aplicagédo de retinoides na terapia antitumoral

Os retinoides sdo amplamente estudados na prevencdo e tratamento de
cancer devido a capacidade de inducdo de diferenciacdo e apoptose, controle de
proliferacdo e atividade antioxidante em modelos experimentais que utilizaram
diversas linhagens celulares tumorais (TANG; GUDAS, 2011; CONNOLLY;
NGUYEN; SUKUMAR, 2013; ALIZADEH et al., 2014).

Os retinoides foram os primeiros compostos utilizados para a prevencao do
cancer e essa abordagem originou o termo “quimioprevencao” em 1976. A aplicagao
baseava-se na estabilizacdo, retardo ou reversdo de lesGes pré-neoplasicas por
agentes cito-diferenciadores, como os retinoides, prolongando ou revertendo o
processo de carcinogénese (SPORN, 1976).

A mais bem sucedida aplicacdo de retinoides na terapia antitumoral € a
utilizacdo do ATRA para o tratamento de leucemia promielocitica aguda (LPA)
(MASETTI et al., 2012). A LPA é caracterizada por uma translocagdo cromossémica
t(15;17)(q22:911) que leva a fuséo dos genes PML e RARa (DE THE et al., 1990). A
expressdo dos genes leva a formacdo do receptor PML-RARa, cuja fungdo é
alterada. O receptor mutado, PML-RARa, pode formar homodimeros que bloqueiam
a capacidade de ligacdo a elementos responsivos na regido promotora de genes
alvos, consequentemente as células hematopoiéticas que expressam PML-RARa
ndo possuem a capacidade de diferenciacdo (FENRICK; HIEBERT, 1998;
GRIGNANI et al., 1998). O ATRA atua como potente indutor de diferenciacdo das
células de leucemia a granulécitos normais (FENAUX; WANG; DEGOS, 2007). O
mecanismo proposto inclui a degradacéo do receptor mutado PML-RARa (YOSHIDA
et al.,, 1996) e parada de ciclo em G1, inibindo a proliferacdo celular (CASINI;
PELICCI, 1999). A insercdo do ATRA revolucionou o tratamento de LPA
aumentando a taxa de remissdo da doenca para mais de 90% dos casos (TALLMAN
et al., 1997).

Outras aplicagbes dos retinoides em céancer incluem a utilizacdo de
Bexaroteno (Targretin®), um ligante seletivo dos receptores RXR, para o tratamento
de linfomas cutédneos de células T. O tratamento € aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e estéa associado a remissédo da doenca refrataria em mais de

50% dos casos (DUVIC et al., 2001). Além disso, varios ensaios clinicos investigam
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a utilizacdo de retinoides na prevencdo e tratamento de diversos tumores sélidos,
tais como o de cabeca e pescoco, pulméo, ovario e mama (CONNOLLY; NGUYEN;
SUKUMAR, 2013).

Dentre as pesquisas em tumores soélidos verifica-se que modificacdes
epigenéticas, como o silenciamento da expressao do receptor RARR, estéo entre os
principais fatores que contribuem para os resultados negativos de ensaios clinicos
(WIDSCHWENDTER et al., 1997; MEHROTRA, 2004). O gene RARPB atua como
supressor tumoral e a perda da expressao deste gene € um evento importante na
tumorigénese de diferentes tipos tumorais, incluindo cancer de pulmdo (ZHANG;
LIU; LEE, 1996), cabeca e pescoco (XU et al.,, 1994) e céancer de mama
(WIDSCHWENDTER et al., 1997).

1.6. Retinoides e cancer de mama

Ha um grande interesse na utilizacdo de retinoides para o tratamento de
cancer de mama. Diversos estudos pré-clinicos demonstram o potencial de
derivados retinoides naturais, como o ATRA, ou sintéticos, na diminuicdo da
proliferacdo celular de linhagens de cancer de mama in vitro (TOMA et al., 1998;
SIMEONE; TARI, 2004) e prevengdo da carcinogénese mamdria em roedores
(MOON; MEHTA, 1990). Entretanto, o sucesso em ensaios clinicos ainda nédo é
relevante, principalmente porque aspectos celulares e moleculares dos tumores néao
sao considerados no delineamento de ensaios clinicos (GARATTINI et al., 2014). De
fato, dentre os subtipos de tumores mama, 0s estrogénio responsivos demonstram
ser mais sensiveis a retinoides devido a uma relacdo positiva entre a expressao de
receptores para estrogénio e a expressao do receptor RARa (LU et al., 2005;
CICATIELLO et al., 2010; ROSS-INNES; STARK, 2010), considerado o determinante
primario da atividade de retinoides em tumores de mama (BOSCH et al., 2012).
Notavelmente, a utilizacdo de ligantes especificos para o receptor RARa € mais
efetiva no controle da proliferacdo celular de tumores de mama, do que ligantes
inespecificos, como 0 ATRA (BOSCH et al., 2012; BRIGGER et al., 2015).

1.7. Perspectivas da utilizagao de retinoides
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A utilizacdo de retinoides estd relacionada a efeitos tdxicos a diferentes
orgdos e tecidos como figado, rim, sistema nervoso central e pele, além de
teratogenicidade. Tais efeitos adversos tornam a utilizacdo de retinoides dose e
tempo limitados (ARAFA et al., 2000; ZUSI; LORENZI; VIVAT-HANNAH, 2002).

Uma possivel estratégia para diminuicdo da toxicidade relacionada aos
retinoides é a utilizagdo de compostos seletivos RARaq, visto que essa abordagem
pode reduzir certos aspectos de toxicidade sistémica e limitante de dose, como
erupcbes cutaneas e hipertensdo intracraniana (GARATTINI; GIANNI; TERAO,
2007). Do ponto de vista quimico estrutural, estratégias de modificagdes moleculares
em composto lideres, como o AM580, um ligante seletivo RARa, podem originar
moléculas com melhores perfis de toxicidade, ligacdo e ativacdo do receptor RARa
(DE LERA et al., 2007). Outra possibilidade é a combinacdo com outros agentes
quimioterapicos com mecanismos de acado complementar e diferentes perfis de
toxicidade com intuito de aumentar a eficacia, permitindo uma reducdo substancial
de toxicidade e prevencdo de resisténcia (FREEMANTLE; SPINELLA;
DMITROVSKY, 2003).

Frente ao exposto, este trabalho avaliou os aspectos celulares envolvidos na
resposta ao tratamento de células tumorais de mama MCF-7 a duas novas
moléculas retinoides, estrategicamente desenvolvidas a partir modificacdes
moleculares do composto seletivo RARa, AM580, a fim de proporcionar diminuigao
da toxicidade, melhoria da interacéo e ativacdo do receptor, bem como, aprimorar as
caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas da molécula,

podendo ser de grande valia na terapia do cancer.
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Objetivos

Objetivo geral
Avaliar os mecanismos celulares envolvidos na reposta ao tratamento com

duas novas moléculas retinoides em linhagem tumoral de mama MCF-7.

Objetivos especificos

Avaliar o potencial citotoxico dos retinoides pelo ensaio colorimétrico MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio);

Investigar se os retinoides sdo capazes de potencializar a citotoxicidade do
agente antitumoral indutor de danos no DNA doxorrubicina pelo ensaio colorimétrico
MTT,

Avaliar se os danos no DNA induzidos pela doxorrubicina séo potencializados
pelos retinoides e se os mesmos interferem no reparo de DNA empregando o0 ensaio
Cometa na verséao alcalina (pH>13), com cinética de reparo;

Avaliar se os retinoides aumentam a morte celular por apoptose e/ou necrose
induzida pela doxorrubicina;

Investigar a influéncia do tratamento com os retinoides sobre o ciclo celular

pelo ensaio de ciclo celular por citometria de fluxo.
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Capitulo Il = Manuscrito

Novos derivados retinoides induzem morte celular por apoptose e parada de
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Resumo

Os retinoides sdo promissores agentes anticancer que atuam principalmente pela
ligacao aos receptores nucleares, RAR(a,B,y) e RXR(a,B,y), que sao reguladores de
transcricdo. A ativacdo seletiva do receptor RARa € uma abordagem promissora
para o tratamento de tumores de mama. Este trabalho avaliou o potencial citotoxico
de duas novas moléculas retinoides derivadas de modificacbes moleculares no
composto AM580 e sua associacdo a doxorrubicina na linhagem tumoral de mama
MCF-7. A citotoxicidade dos compostos foi avaliada pelo ensaio de MTT apos
tratamento por 72h. A capacidade dos compostos em induzir danos no DNA, morte
celular e paradas de ciclo celular, foi avaliada pelos ensaios do cometa, ensaio
morfolégico de morte celular e ciclo celular por citometria de fluxo em tratamentos
por periodos curtos (4h) seguidos ou ndo de recuperacdo em meio livre de droga
(4h+16h). Nossos resultados demonstraram que ambos os retinoides diminuem a
viabilidade celular e em tratamentos curtos causam morte celular por apoptose por
um mecanismo que nédo esta relacionado com danos no DNA. Quando combinados
a doxorrubicina potencializam os danos no DNA induzidos pelo quimioterapico. Além
disso, ambos retinoides demonstram pronunciado efeito sobre o ciclo celular,
induzindo paradas de ciclo em G1. As modificagbes moleculares do composto
AM580 avaliadas neste trabalho, produziram derivados retinoides com potencial
terapéutico tanto como agentes Unicos ou combinados com doxorrubicina. Estas
observacdes sugerem a possibilidade do desenvolvimento de novos esquemas
terapéuticos com a insercao de retinoides seletivos RARa como terapia alvo para o

subgrupo de tumores de mama que expressam o receptor RARa.

Palavras-chave: Receptores retinoides, AM580, RARA, modificagdes moleculares.
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1. Introducéo

O cancer de mama é o segundo tipo mais comum de cancer no mundo e o
mais comum entre as mulheres. E responsavel por aproximadamente 25% do total
de novos casos anuais de cancer no mundo (IARC, 2012). Trata-se de uma doenca
complexa, com diversos subtipos e caracteristicas bioldgicas, que influenciam
diretamente na escolha da terapia, nos resultados clinicos e no progndstico
(BRENTON, 2005).

Os retinoides sdo extensivamente estudados na terapia anticancer. De
maneira geral, a atividade biolégica dos retinoides € derivada da interagcdo com dois
tipos de receptores nucleares: os receptores para acido retinoico (RAR) e os
receptores X retinoide (RXR), cada um com trés subtipos diferentes (a, B e y). Estes
receptores formam homo- ou heterodimeros quando ativados, que funcionam como
elementos ligante-dependentes para a transcricdo de genes alvos (DI MASI et al.,
2014). Os melhores resultados de retinoides na terapia anticancer, consistem na
aplicacdo do acido trans-retindico (ATRA) como agente cito-diferenciador no
tratamento de leucemia promielocitica aguda, no qual sua combinacdo com
antraciclinas é responsavel pela remissao total da doenca entre 90-95% dos casos
(MASETTI et al., 2012).

Nos ultimos anos, o interesse na utilizacdo de retinoides para tratamento de
tumores de mama tem ganhado forca (GARATTINI et al.,, 2014). Estudos tém
demonstrado uma estrita relagéo entre a expressao de receptores para estrogénio e
a expresséo do subtipo de receptor retinoide RARa na linhagem tumoral de mama
MCF-7 (LU et al., 2005; ROSS-INNES; STARK, 2010; TERAO et al., 2011). Nesta
linhagem, ligantes especificos RARa demonstram melhores resultados sobre o
controle da proliferacdo celular, do que ligantes inespecificos RAR, como ATRA
(CHRISTINE PRATT; NIU; WHITE, 2003; GARATTINI; GIANNI; TERAO, 2007,
BRIGGER et al., 2015). Estudos recentes chegaram a conclusédo de que a ativacao
do receptor RARa é determinante para o controle da proliferacao celular, enquanto a
interacdo com o subtipo de receptor retinoide RARYy, esta relacionada tanto com a
indugdo da proliferacdo celular quanto com efeitos colaterais dos retinoides,
tornando o receptor RARa um novo alvo terapéutico para tumores de mama que
apresentem maiores taxas de expresséo entre o receptor RARa/RARy (BOSCH et
al., 2012; ALSAFADI et al., 2013; BRIGGER et al., 2015).
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Dentre os subtipos de tumores de mama, aproximadamente 75% do total séo
positivos para expressao de receptores de estrogénio (YERSAL, 2014). Além disso,
de 23-32% dos tumores positivos Her2/neu apresentam co-amplificacdo do gene
RARA e consequentemente elevado nivel do receptor RARa (PARONI et al., 2012),
constituindo potenciais alvos para a terapia com retinoides seletivos RARa.

Embora os retinoides sejam promissores agentes para o tratamento de cancer
de mama, sua utilizacdo estd associada com uma série de efeitos adversos, tais
como toxicidade de pele e mucosas, hiperlipidemia, distirbios visuais e
teratogenicidade (ARAFA et al., 2000). Contudo, além dos excelentes resultados
sobre o controle da proliferagdo celular, a utilizacéo de ligantes especificos para o
receptor RARa esta relacionada com a diminuicdo de toxicidade sistémica (DE
LERA et al., 2007; BOSCH et al., 2012). Outra importante estratégia para diminui¢ao
de toxicidade é a modificacdo molecular de compostos lideres com a finalidade de
produzir derivados com melhor perfil de toxicidade e melhoria da atividade bioldgica
(BENBROOK et al., 1997). Diante do exposto, este trabalho avaliou a resposta de
células de adenocarcinoma mamario (MCF-7) ao tratamento com duas novas
moléculas retinoides, obtidas a partir de modificagcdes moleculares no ligante seletivo

RARa AM580, e o efeito da combinacédo das moléculas com doxorrubicina.

2. Materiais e Métodos

2.1. Derivados retinoides

Os compostos utilizados neste estudo foram fornecidos pelo Laboratério de
Quimica Farmacéutica do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. A rota de sintese foi descrita por
Garcia (2012). Foram testadas duas moléculas inéditas, identificadas como RT1 e
RT2 (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica dos derivados retinoides empregados neste estudo e de seu precursor
AM580. Os retangulos em negrito demonstram os locais de modificagdes moleculares que originaram
0s compostos RT1 e RT2. Adaptado Garcia (2012).

2.2. Linhagem celular e condi¢gdes de cultivo

A linhagem celular de adenocarcinoma de mama MCF-7 foi cultivada em meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM - Gibco®), suplementado com 10% de
soro bovino fetal (Gibco®) (v/v), 0,1% de penicilina (100U/ml)/estreptomicina
(100ug/ml) (v/v) (LGC biotecnologia®), em incubadora a 37°C com atmosfera de 5%
de COa,.

2.3. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo teste colorimétrico MTT (3-4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difenil brometo de tretrazolina - Invitrogen®), baseado no
protocolo de Poindessous et al. (2003). Foram semeadas 3 x 103 células por poco
em placas de 96 pocos e mantidas por 24h em incubadora. Os tratamentos foram
realizados por 72h com diferentes doses dos compostos isolados, RT1 (10, 25, 100
e 150uM) e RT2 (5, 10, 25, 50uM) e associados simultaneamente a IC50 da
doxorrubicina (0,3uM), previamente determinada por ensaio piloto para tratamento
por 72h. Ao final dos tratamentos, as placas foram incubadas com MTT 0,3mg/mL
por 4h. O meio de cultivo foi removido e adicionado DMSO para leitura da

absorbancia em 540nm. Para cada experimento foram realizadas trés repeticoes
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independentes com quintuplicatas. A partir das curvas de viabilidade celular dos
retinoides em combinacdo com doxorrubicina, foram calculados os indices de
combinacéo, segundo o método descrito por Chou e Talalay (1983) e Chou (2010)
utilizando o software CompuSyn (http://www.combosyn.com/).

2.4. Ensaio do cometa

Para a avaliacdo da genotoxicidade foi empregado o ensaio Cometa na
versao alcalina, segundo Singh et al. (1988), com modificacbes. Foram semeadas
1,0 x 10° células em placas de 12 pocos e mantidas em incubadora por 24h. Os
tratamentos foram realizados por 1) 4h ou Il) 4h seguido por 16h em meio livre de
droga (4h + 16h), utilizando as concentracfes de 25, 50 e 100uM, para RT1 e 10,
20 e 40uM para RT2 baseadas no resultado do ensaio de viabilidade celular, e a
combinacdo com IC50 da doxorrubicina (0,6uM) previamente determinada por
ensaios pilotos para o tratamento por 4h utilizando o software CompuSyn. As células
foram coletadas por tripsinizacdo, centrifugadas a 1.200rpm por 5min e o
sobrenadante descartado. As laminas foram preparadas com 20uL de suspenséo
celular e 120uL de agarose de baixo ponto de fuséo a 37°C, depositadas em lamina
pré-gelatinizada com agarose normal. Posteriormente, foram imersas em solucéo de
lise gelada (NaCl 2,5M, EDTA 100mM, Tris 10mM, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH
= 10) por 1h. As laminas foram colocadas em cuba de eletroforese com tampéo
alcalino gelado (NaOH 300mM e EDTA 1mM, pH > 13) por 20min para a
desnaturacdo do DNA, seguido pela eletroforese a 25V e 300mA por 20min. As
laminas foram neutralizadas com tampao Tris-HCI (pH 7,5) e fixadas em etanol
absoluto. Para a analise, as laminas foram coradas com brometo de etidio
(100pg/ml) e fotografadas em microscopio de fluorescéncia com aumento de 400x. A
analise foi realizada com auxilio do software ImageJ/OpenComet

(http://www.cometbio.org/), utilizando o parametro Tail Moment (GYORI et al., 2014).

Para cada experimento foram realizadas duas repeticoes independentes.

2.5. Avaliagdo de morte celular

A morte celular foi avaliada por ensaio morfolégico, segundo o protocolo de
Kasibhatla (2006), com modificacdes, diferenciando-as em apoptoéticas ou
necréticas. Foram semeadas 5 x 10° células em placas de 12 pocos e mantidas em

incubadora por 24h. Dois tempos diferentes foram avaliados: II) apés 4h de
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tratamento (4h); e 1) 4h de tratamento seguidos por 16h em meio livre de droga (4h
+ 16h), utilizando as concentracdes de 50 e 20uM para RT1 e RT2, respectivamente,
e a combinacdo com doxorrubicina (0,6uM), baseadas no resultado do ensaio do
cometa. As células foram coletadas por tripsinizacao, centrifugadas a 1.200rpm por
5min e o sobrenadante descartado. As laminas foram preparadas com 20uL de
suspensao celular e 2uL de corante contendo brometo de etidio (100ug/ml) e
acridina laranja (100ug/ml), na proporcédo de 1:1. Foram realizadas duas repeticdes
independentes com duas replicas, sendo analisadas 100 células por replica em

microscopio de fluorescéncia em aumento de 400x.

2.6. Ciclo celular

O efeito dos retinoides sobre o ciclo celular foi avaliado por citometria de
fluxo. Para tanto, 2 x 10° células foram semeadas em placas de Petri e mantidas em
incubadora por 24h. Os tratamentos foram realizados por 1) 4h e Il) 4h seguido por
16h em meio livre de droga (4h + 16h), utilizando as concentracées de 50 e 20uM
para RT1 e RT2, respectivamente, e a combinacdo com doxorrubicina (0,6uM),
baseadas no resultado do ensaio do cometa. As células foram coletadas por
tripsinizacdo, centrifugadas a 1.200rpm por 5min e o sobrenadante descartado.
Posteriormente, 1,0 x 10° células foram fixadas em etanol 70% gelado e
armazenadas a -20°C até a andlise.

A marcacéo foi realizada com 7-amino actinomicina D (7-AAD — 2ug/mL) por
20min. A aquisigao foi realizada por citbmetro BD FACSCalibur™ e analisada pelo
software CellQuest. Foram realizadas duas repeticbes independentes, sendo

analisados 10.000 eventos por repeticao.

2.7. Anédlises estatisticas

Para comparar os resultados quantitativos dos diferentes tratamentos, testes
paramétricos e nao-paramétricos (ANOVA/Tukey, Kruskal-Wallis/Dunn e teste de
Mann Whitney) foram empregados de acordo com a natureza da distribuicdo dos
dados. Os tratamentos foram comparados em relacdo aos respectivos controles
(barras com a mesma cor). As analises foram realizadas com o software Graph-Pad
Prism (verséo 5; Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, EUA), sendo diferencas

consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05 em todos 0s casos.
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3. Resultados

3.1. Os retindides diminuem a viabilidade celular.

Os resultados do ensaio do MTT demonstraram que ambos 0s retinoides
reduzem a viabilidade celular apos 72h de tratamento. Para as concentragfes de 10,
50, 100 e 150uM de RT1 a viabilidade celular foi reduzida a 63,8+5,0; 55,2+2,5;
19,4+2,3; 7,6x0,8, respectivamente. Ja a combinacdo com doxorrubicina nas
mesmas concentracdes reduziu a viabilidade celular a 39,4+7,6; 30,3+5,0; 12,6+1,3;
7,3+0,6, respectivamente (Figura 2A). Os valores de indice de combinacao para RT1
com doxorrubicina foram de 0,94 (aditivo), 1,41 (fraco antagonismo), 0,91 (aditivo),
0,67 (sinérgico) para as doses de 10, 50, 100 e 150uM, respectivamente (Figura 2B).
Para RT2 nas concentra¢cdes de 5, 10, 25 e 50uM a viabilidade celular foi reduzida a
75,9+1,1; 54,3+0,8; 34,8%+1,4; 2,5t0,6, respectivamente. A combinacdo com
doxorrubicina nas mesmas concentracdes reduziu a viabilidade celular a 37,7+3,8;
33,544,0; 21,4+1,2; 3,5+0,0, respectivamente (Figura 2C). Os valores de indice de
combinacdo foram de 1,02 (aditivo), 1,26 (fraco antagonismo), 1,59 (fraco
antagonismo), 0,92 (aditivo) para as doses de 5, 10, 25 e 50uM, respectivamente
(Figura 2D). Com base nesses valores, a IC50 calculada pelo software CompuSyn

para RT1 e RT2 foi de aproximadamente 25uM e 10uM, respectivamente.
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Figura 2. Avaliagdo dos efeitos de RT1 e RT2 sobre a viabilidade celular na linhagem tumoral de
mama MCF-7. Diferentes concentragfes de RT1 e RT2 foram avaliadas isoladas e em combinacéo
com doxorrubicina (Doxo) (0,3uM). Os tratamentos foram realizados por 72h. Os gréficos (A) e (C)
representam as médias e o desvio padrdo da média de trés repeticbes independentes com cinco
réplicas para o ensaio de viabilidade celular. Os gréficos (B) e (D) representam os valores de indice
de combinacéo (CI) calculados segundo o método de Chou e Talalay para as combinacdes de RT1 e
RT2 com a doxorrubicina e a respectiva fragéo celular afetada (FA) pelo tratamento.

3.2. Os retinoides nao induzem danos no DNA e potencializam o efeito
genotoxico da doxorrubicina.

Nos tratamentos realizados por 4h, RT1 ndo induziu danos no DNA em todas
as concentracdes avaliadas (Figura 3A — barras cinza). Quando combinado com
doxorrubicina, as concentracdes de 25 e 50uM de RT1 ndo apresentam aumento
significativo de danos, comparadas a doxorrubicina. Ja para a maior concentracao
(100uM), o aumento é estatisticamente significativo (Figura 3A — barras cinza). Nos
tratamentos por 4h seguidos de 16 horas em meio livre de droga, RT1 em todas as
concentracbes avaliadas nao induziu danos ao DNA comparado com o0 grupo
controle (Figura 3A — barras pretas). Nas trés concentracbes avaliadas ha
diminuicao significativa dos danos em relacdo ao tratamento por 4h (Figuras 3A —

chaves). Todas as combinagdes de doxorrubicina com RT1 apresentam aumento de
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danos quando comparados a doxorrubicina, porém ndo ha diferenca estatistica
(p>0,05). A concentragcdo de 50uM possui a maior média (Figura 3A — barras pretas).
Para as concentracfes de 25uM e 50uM combinadas com doxorrubicina ha aumento
significativo de danos no DNA em comparacdo ao tratamento por 4h. Ja a
concentracdo de 100uM apresenta reducao significativa de danos em comparagéao
ao tratamento por 4h (Figura 3A — chaves). RT2 também néo induziu danos no DNA
em todas as concentracdes avaliadas apés tratamento por 4h (Figura 3B — barras
cinza). A combinacdo de doxorrubicina com RT2, na menor concentracdo (10uM)
ndo apresenta diferenga significativa em comparacdo com a doxorrubicina. Ja a
combinacdo nas concentracdes de 20 e 40uM de RT2, apresentam aumento
significativo de danos no DNA (Figura 3B — barras cinza). Nos tratamentos por 4h
seguidos de 16 horas em meio livre de droga, RT2 em todas as concentracdes
avaliadas nao induziu danos no DNA comparado com o grupo controle (Figura 3B —
barras pretas). Nas trés concentracdes avaliadas ha diminuicdo significativa dos
danos em relacdo ao tratamento por 4h (Figuras 3B — chaves). As combinacdes de
doxorrubicina com RT2 apresentam aumento de danos em comparagdo a
doxorrubicina, porém néo ha diferenca estatistica (p>0,05). A concentracdo de 20uM
de RT2 combinada possui a maior média de danos (Figura 3B — barras pretas). Em
relacdo ao tratamento por 4h, a menor concentragcdo combinada (10uM) apresenta
aumento significativo de danos, a concentracdo de 20uM néo apresenta diferenca
significativa e a combinacdo na concentracdo de 40uM apresenta reducédo
significativa de danos (Figuras 3B — chaves).

A B

254 251 *
@ 4h I 4h+18h @ 4n W 4h+16h

]

Tail moment
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Figura 3. Danos ao DNA detectados pelo ensaio cometa na versao alcalina apds o tratamento por 4h
(barras cinza) e 4h seguidos por 16h (barras pretas) em meio livre de drogas com RT1 (A) e RT2 (B)
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em diferentes concentragdes, associados ou ndo com doxorrubicina (Doxo) (0,6uM), na linhagem
tumoral de mama MCF-7. A andlise foi realizada com auxilio do software ImageJ/OpenComet,
utilizando o parametro Tail Moment para comparacédo das células com danos no DNA. Os graficos
representam as médias e o erro padrdo da média de duas repeticGes independentes. As diferencas
estatisticas entre os tratamentos do mesmo tempo experimental (barras de mesma cor) foram
analisadas por Kruskal-Wallis/Dunn, sendo que letras diferentes indicam diferenca estatistica
(p<0,05). A comparacao dos tratamentos entre os diferentes tempos experimentais foi feita por teste
de Mann Whitney, chaves com asterisco indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.2. Os retinoides causam morte celular por apoptose.

Nos tratamentos realizados por 4h, RT1 apresenta tendéncia ao aumento do
namero de células apoptoticas (p>0,05), sendo a média 2,03x superior a do grupo
controle. J4 para RT2 observou-se um aumento estatisticamente significativo em
relacdo ao grupo controle, com aumento da média de 3,88x (Figura 4 — barras
cinza). A combinacdo de doxorrubicina com RT1 apresenta tendéncia ao aumento
(p>0,05) do numero de células apoptéticas, a média € 1,37x superior a média da
doxorrubicina. J4 para a combinagdo com RT2, o aumento é estaticamente
significativo, sendo a média 1,87x superior a da doxorrubicina (Figura 4 — barras
cinza). Nos tratamentos realizados 4h seguidos por 16h em meio livre de droga, ha
aumento estatisticamente significativo no numero de células apoptdticas nos
tratamentos com RT1 e RT2, em relagdo ao grupo controle, com aumento da média
de 2,93 e 3,81, respectivamente (Figura 4 — barras pretas). As combinacbes de
doxorrubicina com RT1 e RT2 apresentaram médias 1,16x e 1,10x superiores a da
doxorrubicina, respectivamente. Porém, ndo ha diferencas estatisticamente
significativas (Figura 4 — barras pretas). RT1 e Doxo+RT1 apresentam aumento
significativo de células apoptéticas no tratamento por 4h seguido por 16h meio livre
de droga em comparacdo ao tratamento por 4h (Figura 4 — chaves). Células

necraéticas ndo foram observadas em nenhum tratamento.
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Figura 4. Frequéncia de células apoptdticas observadas apés o tratamento por 4h (barras cinza) e 4h
seguidos por 16h (barras pretas) em meio livre de droga com as concentra¢cfes de 50uM e 20uM dos
compostos RT1 e RT2, respectivamente, associados ou ndo com doxorrubicina (Doxo) (0,6uM), na
linhagem tumoral de mama MCF-7. Foram analisadas 100 células por réplica, classificadas pelo
aspecto morfologico e coloragdo diferencial por brometo de etidio e acridina laranja. Os graficos
representam as médias e o erro padrdo da média de duas repeticdes independentes com duas
réplicas. As diferencas estatisticas entre os tratamentos do mesmo tempo experimental (barras de
mesma cor) foram analisadas por ANOVA/Tukey, sendo que letras diferentes indicam diferenca
estatistica (p<0,05). A comparacado dos tratamentos nos diferentes tempos experimentais foi feita por
teste de Mann Whitney, chaves com asterisco indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.3. Os retinoides induzem paradas de ciclo celular.

Os tratamentos por 4h ja apresentam alteracdes na distribuicdo da populacdo
de células nas fases do ciclo celular, quando comparados ao grupo controle. A
doxorrubicina induziu um aumento de 7,75 pontos percentuais no numero de células
na fase S e uma reducédo de 4,65 e 3,09 pontos percentuais do total de células em
G1 e G2/M, respectivamente. Os tratamentos com RT1 e Doxo+RT1 resultam em
aumento de 3,61 e 4,98 pontos percentuais no niamero de células em S, além de
reducdo de 7,85 e 6,30 pontos percentuais do total de células em G2/M,
respectivamente. O tratamento com RT2 e Doxo+RT2 produzem efeito similar,
sendo que o aumento de células em S é de 2,96 e 3,69 e a reducdo em G2/M é de
4,59 e 4,78 pontos percentuais, respectivamente (Figura 5A). Ja nos tratamentos por
4h seguidos por 16h em meio livre de droga, ha acumulo de células G1 em todos os
tratamentos comparados ao grupo controle. Para doxorrubicina, 0 aumento de
células em G1 foi de 20,11, derivado principalmente da reducéo do total de células

em G2/M, que em pontos percentuais foi de 21,14. RT1 e RT2 induziram acumulo
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em G1, com aumento de 22,46 e 12,03 pontos percentuais, respectivamente. O
aumento da populacgéo celular em G1 é derivado de redugdes de 6,32 e 6,54 na fase
S, e 16,14 e 5,49 pontos percentuais nas fases G2/M, para RT1l e RT2,
respectivamente. Os tratamentos com Doxo+RT1 e Doxo+RT2 apresentam aumento
de 8,31 e 13,57 pontos percentuais na populacao de células na fase G1. Para estes
grupos foi observada uma grande reducéo da populacéo celular na fase S, sendo de
13,18 e 13,57 pontos percentuais, para RT1+doxo e RT2+doxo respectivamente
(Figura 5B).

100 - 100 -
MGl S @ G2M Gl S @ G2M
80 80
g g
- 601 - 601
£ L
5 5
2 401 2 401
w w
20 1 20
0 0
® J AN AN v R N o AN A ¥ ¥
o 5+ J i
& ° < oxq‘ o,ﬁ‘ & & <& ox‘*‘ o
< ¥ + ) + +
< Q° o° o°

Figura 5. Efeito sobre o ciclo celular ap6s tratamento por 4h (A) e 4h seguidos por 16h em meio livre
de droga (B) com as doses de 50uM e 20uM dos compostos RT1 e RT2, respectivamente,
associados ou ndo com doxorrubicina (Doxo) (0,6uM), na linhagem tumoral de mama MCF-7. Foram
adquiridos 10.000 eventos por repeticdo. Os graficos representam as médias e o erro padrdo da
média da porcentagem de eventos nas diferentes fases do ciclo celular de duas repeticdes
independentes.

4. Discusséo

Diversos estudos tem demonstrado o potencial anticancer de retinoides em
diversas linhagens tumorais, incluindo mama. Nos ultimos anos, os esfor¢os para
caracterizacdo molecular dos subtipos tumorais, bem como, o papel de cada subtipo
dos receptores retinoides, proporcionaram a descoberta de novos alvos
terapéuticos, como o receptor RARa em tumores de mama estrogénio responsivos,
considerado como o determinante primario da sensibilidade de tumores mama a
retinoides (ROSS-INNES; STARK, 2010; BOSCH et al., 2012; ALSAFADI et al.,
2013). A linhagem celular MCF7 foi a primeira linhagem tumoral de mama estrogénio

responsiva isolada (LEVENSON; JORDAN, 1997). Outra caracteristica importante
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desta linhagem é a conservacdo da expressdo de receptores retinoides,
principalmente do receptor RARa (HAN et al., 1997).

Os retinoides avaliados neste estudo derivam de modificacbes moleculares
no composto lider AM580, um ligante seletivo RARa (GIANNI et al., 1996). A troca
bioisostérica do grupamento amida presente no linker do composto lider AM580 pelo
anel triazélico em RT1 e RT2, proporciona diminuicdo da toxicidade e aumento da
seletividade ao receptor RARa, uma vez que essa modificacdo provoca restricdo
conformacional e diminui a susceptibilidade do composto a oxidacdo (BENBROOK
et al., 1997; BENBROOK, 2002; GARCIA, 2012). A modificacdo na parte carboxilica
da molécula tem por finalidade aumentar a poténcia do composto em células
tumorais resistentes (SIMONI et al., 2000).

Nossos resultados demonstram que ambos retinoides sdo capazes de
diminuir a viabilidade celular da linhagem de adenocarcinoma mamario MCF-7. A
diminuicdo da viabilidade celular pode relacionar-se a dois processos: morte celular
e/ou parada de ciclo celular. A inducdo de danos ao DNA € o principal mecanismo
de acdo de drogas citotoxicas classicas utilizadas para o tratamento de cancer de
mama, como a doxorrubicina. O ensaio do cometa é um dos métodos mais utilizados
para avaliacdo de danos no DNA, a versao alcalina permite a deteccéo de quebras
de fita de DNA e sitios alcalildbeis (SINGH et al., 1988). A avaliacdo de danos apés
periodos curtos de tratamentos possibilita mensurar a extenséo total dos danos com
a minima interferéncia dos sistemas de reparo de DNA. J& os experimentos
conduzidos com periodos de pés-incubacdo permitem investigar se ao remover o
tratamento os danos sdo reduzidos por ocorrer o reparo de DNA, ou se séo
potencializados, uma vez que as lesdes primarias podem se tornar lesdes
secundarias como resultado da tentativa do reparo.

Sabe-se que os efeitos biolégicos dos retinoides estao relacionados a ligagcao
a receptores nucleares e o controle da expressao de genes alvos (DI MASI et al.,
2014). No estudo de CHRISTINE PRATT, NIU e WHITE (2003), o precursor dos
compostos RT1 e RT2, AM580, foi capaz de alterar a expressdao das proteinas
survivin, Mdrl e glicoproteina P, que participam de processos responsaveis pelo
efluxo de diversas drogas da célula, incluindo doxorrubicina em céancer de mama
(LIU et al., 2007; JIANG, 2010; LV et al., 2010). O bloqueio do mecanismo de efluxo
da doxorrubicina por RT1 e RT2, pode ser responsavel pelo incremento dos danos

no DNA provocados pela combinacdo de RT1 e RT2 com a doxorrubicina apds 4h
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nas maiores concentragdes, uma vez que RT1 e RT2 n&o causaram danos ao DNA
celular. Curiosamente, as maiores concentracdes de RT1 e RT2 combinadas que
aumentaram os danos apos 4h de tratamento, apresentaram reducdo significativa
dos danos no tratamento 4h+16h, enquanto as menores concentracdes
apresentaram aumento significativo dos danos.

Danos ao DNA levam a célula a interromper o ciclo de divisdo para que haja o
reparo das lesGes ou, quando em grande extensdo, provocam morte celular. Ao
correlacionarmos o resultado do ensaio do cometa com os do ensaio de apoptose,
observa-se que a combinacdo de doxorrubicina com RT1 (50 pM) apresenta
aumento significativo do nimero de células apoptéticas no tratamento de 4h+16h em
relacdo ao tratamento por 4h, o que se relaciona com o aumento de danos
observado no ensaio do cometa. Ja a combinacdo com RT2 (20 uM), ap6s 4h de
tratamento, apresenta aumento significativo de células em apoptose, o que reforca a
ideia de que o0 aumento da extensdo dos danos observado no ensaio do cometa esta
relacionado com aumento de morte celular por apoptose, uma vez que RT2 (20 uM)
apos 4h de tratamento, ja apresentava aumento significativo de danos no DNA.
Curiosamente, os retinoides mesmo ndo provocando danos ao DNA, séo capazes
de induzir morte celular por apoptose em ambos 0s tempos experimentais avaliados.
Dados da literatura indicam que a ativacéo especifica do receptor RARa em MCF-7
pelo composto precursor AM580, esta relacionada com a diminuicdo da expressao
da proteina Bcl-2 (CHRISTINE PRATT; NIU; WHITE, 2003) considerada reguladora
central de mecanismos de morte por apoptose e autofagia (CZABOTAR et al., 2013;
MUKHOPADHYAY et al., 2014). Além disso, como ja mencionado, 0s retinoides
alteram a expressao da proteina survivin, que é uma proteina relacionada a inibicao
da apoptose e que possui expressdo elevada em células tumorais, sendo
responsavel pela resisténcia a sinalizacdo de morte em células cancerigenas
(FULDA, 2009; KHAN et al., 2011). Sendo assim, a influéncia de RT1 e RT2 sobre a
expressdo de proteinas chaves que regulam processos de morte celular pode ser
responsavel pela diminuicdo da viabilidade celular encontrada neste estudo para
RT1 e RT2 isolados, uma vez que 0s mesmos nao sao capazes de causar danos no
DNA.

Outro importante processo regulado por RT1 e RT2 em nossos experimentos
foi a progressdo do ciclo celular. No tratamento com doxorrubicina, apés 16h em

meio livre de droga, houve um aumento de danos no DNA e morte celular, quando
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comparado com tempo de 4h. A doxorrubicina é um agente antitumoral que
apresenta diferentes mecanismos de acéo, tais como: formagédo de adutos com o
DNA, bloqueio da atividade da topoisomerase I, interferéncia na sintese de DNA e
RNA e geracdo de radicais livres (GEWIRTZ, 1999). Apos 4h de tratamento,
provavelmente pela interferéncia da droga sobre o mecanismo de replicagéo,
interrompendo o processo de duplicacdo do DNA e levando a formacgao de danos no
DNA, é possivel identificar um acumulo de células na fase S do ciclo celular. Em
meio livre de droga as células tentam reparar os danos ocasionados pela
doxorrubicina. Entretanto, o aumento significativo de danos entre os tempos de 4h e
4h+16h detectados no ensaio do cometa, a diminuicdo da populacdo celular nas
fases S e G2/M ciclo celular e 0 aumento de células apoptéticas observado apos as
16h em meio livre de droga, sugerem a formacdo de danos secundarios que
culminaram em morte celular. Ja para RT1 e RT2, foi observado acumulo de células
em G1 nos tratamentos por 4h+16h, sendo que o efeito é derivado de redugdes na
populacao celular na fase S e G2/M do ciclo. Pratt, Niu e White (2003) reportaram
que a ativacdo do receptor RARa em MCF-7 pelo composto AM580, esta
relacionada com a diminuicdo de proteinas chaves para a progressédo da fase G1 do
ciclo celular, como ciclina D1 e Cdk2, corroborando com nossos resultados, uma vez
que o acumulo observado € apenas na fase G1 do ciclo celular. J& os tratamentos
combinados apresentam menor aumento da populacdo em G1 e diminuicdo apenas
da populacdo na fase S. Nestes tratamentos as células sofreram danos no DNA
principalmente na fase S do ciclo celular, devido ao mecanismo de acao da
doxorrubicina, logo quando em meio livre de droga, ocorre a progressao do ciclo de
divisdo e um novo bloqueio no checkpoint da fase G2 para o reparo do DNA, que
guando irreparavel, culmina em morte celular.

A base da quimioterapia clinica atual € a combinacao de multiplas drogas com
objetivo de obter melhor resposta, tolerabilidade e diminuicdo de desenvolvimento
de resisténcia ao tratamento (PINTO; MOREIRA; SIMOES, 2010). RT1 e RT2 em
combinagdo com doxorrubicina demonstram diferentes relagbes para cada dose,
sendo predominante o efeito aditivo. Embora a combinacdo ideal de drogas seja
aguela que apresenta efeito sinérgico sem aumento da toxicidade sistémica,
combinacdes com efeito aditivo com perfil de toxicidade favoravel podem também ter
beneficio clinico (REYNOLDS; MAURER, 2005). Além disso, como discutindo

anteriormente, a influéncia dos compostos sobre mecanismos de efluxo de droga é
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um ponto importante a ser considerado para o desenvolvimento de novos esquemas
terapéuticos.

Por fim, considera-se que as modificacbes moleculares do composto AM580,
avaliadas neste trabalho, produziram derivados retinoides com potencial terapéutico
para tumores de mama, tanto como agentes Unicos, uma vez que sdo capazes de
induzir morte celular e parada de ciclo celular por um mecanismo que nao envolve
danos no DNA, quanto em combinacdes, ja que sdo capazes de potencializar os
efeitos da doxorrubicina em periodos curtos de tratamento. Estas observacdes
sugerem a possibilidade do desenvolvimento de novos esquemas terapéuticos com
a insercao de retinoides seletivos RARa como terapia alvo para o subgrupo de

tumores de mama com amplificacdo do gene RARA.
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