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APRESENTACAO

A obra “Ciéncias da Saude: Campo Promissor em Pesquisa” apresenta um
panorama dos recentes estudos tecnocientificos realizados na area da saude por
profissionais, académicos e professores no Brasil. Seu contetdo, disponibilizado
neste e-book, aborda temas contemporaneos e multitematicos apresentando um
compéndio conceitual no intuito de embasar futuras pesquisas. Trata-se de um
compilado de cento e cinco artigos de variadas metodologias: revisdes de literatura,
estudos primarios, estudos-piloto, estudos populacionais e epidemioldgicos, ensaios
clinicos, relatos de experiéncia, dentre varias outras.

De modo a orientar e guiar a leitura do texto, a obra esta dividida em quatro
volumes: o primeiro destaca questdes relacionadas a profilaxia de forma geral,
apresentando possiveis tratamentos de cunho farmacolégico e nao farmacoldgico;
0 segundo abarca estudos focados nas afeccbes patologicas humanas abordando
suas origens, incidéncias, ocorréncias, causas e inferéncias ao individuo e a
coletividade; o terceiro tem seu cerne nas politicas publicas, acées educacionais e
acdes comunitarias, buscando teorizar possiveis agcdes necessarias para a melhora
do bem-estar e da qualidade de vida das populagdes; e, por fim, 0 quarto volume
engloba trabalhos e producdes no eixo tematico da inter e da multidisciplinaridade
discorrendo sobre como esta conjuntura pode impactar a pratica clinica e da pesquisa
no ambito das ciéncias da saude.

Apesar de diversos em sua abordagem, o contetdo deste livro retrata de
forma fidedigna o recente cenario cientifico editorial: dentre os paises que compde
a Comunidade de Paises de Lingua de Portuguesa, o Brasil liderou em 2018, a
exemplo, o ranking de maior numero de producdes indexadas nas bases de dados
Scopus, Web of Science e MEDLINE. Tal, além de colocar a ciéncia brasileira em
posicdo de destaque, vem reforcar ainda mais a area da saude como um campo
promissor em pesquisa. Desta forma, enquanto organizadores, esperamos que esta
obra possa contribuir no direcionamento da investigacdo académica de modo a
inspirar a realizacéo de novos estudos fornecendo bases tedricas compativeis com
a relevancia da comunidade brasileira para a ciéncia na area da saude.

Thiago Teixeira Pereira
Luis Henrique Almeida Castro

Silvia Aparecida Oesterreich
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RESUMO: O cancer de mama é o segundo
tipo de céancer mais letal para as mulheres
em todo o mundo, apesar das diversas
abordagens convencionais como a radioterapia,
quimioterapia e a terapia hormonal. Aresisténcia
de células tumorais a quimioterapia constitui
um importante obstaculo clinico para o sucesso
da terapia do cancer. O cancer de mama triplo
negativo (TNBC) € o subtipo de cancer de mama
que ndo superexpressa os receptores do fator
de crescimento epidérmico humano 2 (HER2),
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nao possui expressao de receptores de estrogénio (ER) e receptores de progesterona
(PR). O TNBC, é responsavel por cerca de 20 a 20% dos canceres de mama invasivos,
e esta associado a um crescimento rapido, formacao de metastases e menor sobrevida
global e sem recidivas. O monoalquilfosfato (Pho-s) € um fosfolipideo fosforilado com
diversas propriedades antiproliferativas e indutoras de morte celular do tipo apoptose.
O 2,4-Dinitrofenol € um desacoplador quimico que age na reducédo do potencial de
membrana mitocondrial, sem modificar a sintese de ATP. A viabilidade das células
tumorais de adenocarcinoma de mama humana MDA-MB-231 foi avaliada pelo método
colorimétrico MTT para a determinacao da IC50% e o teste de lipoperoxidagéo para a
quantificacéo da producao de radicais livres.

PALAVRAS-CHAVE: Céancer de mama triplo negativo, Monoalquilfosfato,
2,4-Dinitrofenol, Viabilidade celular.

ABSTRACT: Breastcanceristhe second mostlethal type of cancer forwomenworldwide,
despite several conventional approaches such as radiotherapy, chemotherapy and
hormone therapy. Tumor cell resistance to chemotherapy is a major clinical obstacle to
successful cancer therapy. Triple negative breast cancer (TNBC) is the subtype of breast
cancer that does not overexpress human epidermal growth factor 2 receptors (HER2),
while also lacking expression of estrogen receptors (ER) and progesterone receptors
(PR). TNBC, which accounts for an estimated 20% of invasive breast cancers, has
been associated with rapid growth, metastasis, and shorter overall and relapse-free
survival. Monoalkylphosphate (Pho-s) is an artificially phosphorylated phospholipid
with various antiproliferative and apoptosis inducing properties. 2,4-Dinitrophenol is
a chemical decoupler that acts to reduce mitochondrial membrane potential without
modifying ATP synthesis. The viability of MDA-MB-231 human breast adenocarcinoma
tumor cells was evaluated by the MTT colorimetric method for the determination of the
IC50% and the lipoperoxidation test for the quantification of free radical production.
KEYWORDS: Triple negative breast cancer, Monoalkylphosphate, 2,4-Dinitrophenol,
Cell viability.

11 INTRODUCAO

A cada ano, o cancer provoca cerca de 8 milhdes de mortes no mundo. Estima-
se que um terco dessas mortes poderia ter sido evitado com mais prevencao,
deteccéo precoce e acesso aos tratamentos existentes. O INCA estima cerca de 600
mil casos novos da doenca para 2019, o qual deve estar relacionado ao aumento
da expectativa de vida, a urbanizacao e a globalizacao (INCA, 2019). De todos os
casos de tumores, sao fatores comuns em cerca de 85% os fatores ambientais
como, cigarro, exposicao excessiva ao sol, alguns virus. Os tumores sao tecidos
complexos constituidos por varios tipos de células distintas que participam das
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interacdes heterotipicas umas com as outras (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O céncer de mama é o mais comum entre as mulheres no Brasil, depois do
cancer de pele ndo melanoma, correspondendo cerca de 25% dos novos casos
a cada ano. O cancer de mama também acomete homens, porém € mais raro,
representando apenas 1% do total de casos da doenca. Estatisticas indicam
aumento da sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos quanto nos paises
em desenvolvimento, para o ano de 2019, o INCA estima cerca de 59.700 novos
casos da doenca (INCA, 2019). O aumento das taxas de incidéncia e mortalidade
por cancer de mama esta associado a diferentes fatores de risco, entre estes a
interacao de fatores genéticos, como o estilo de vida, habitos reprodutivos e o0 meio
ambiente. Os principais fatores de risco do cancer de mama em mulheres séo a
idade, infertilidade, idade da primeira gravidez, menopausa tardia, uma mutacéao
herdada no gene BRCA1/BRCA2 e uso de hormoénios (estrogénio e progesterona)
em fase pés-menopausa (DONEPUDI et al., 2015).

Os BRCA1 e BRCA2 sao oncogenes supressores envolvidos no risco de cancer
de mama. BRCA1 e BRCA2 estéao localizados respectivamente, nos cromossomos
17921 e 13q12. A deficiéncia de BRCA1 leva a desregulacédo do ponto de checagem
do ciclo celular, a duplicacao anormal do centrossomo, a instabilidade genética
e a apoptose. O risco de cancer de mama pode aumentar muito se um individuo
herda mutacdes deletérias nesses genes. Mutagcées no BRCA1/2 séo herdadas de
maneira autossOmica dominante, embora o segundo alelo seja normal. No total,
cerca de 20-25% dos canceres de mama hereditarios e 5-10% de todos os cénceres
de mama sao causados por mutacées BRCA1/2 (DINE; DENG, 2013).

Cancer de Mama Triplo Negativo (TNBC) € um subtipo de cancer de mama
que, baseado na marcacgdo por imunohistoquimica, é negativo para o receptor de
estrogénio (ER), negativo em receptor de progesterona (PR) e negativo para o
fator de crescimento epidérmico humano (HER2). O TNBC é caracterizado por seu
perfil molecular Unico, natureza agressiva, padroes metastaticos distintos e falta
de terapias direcionadas especificas e com baixa resposta terapéutica. Nao existe
terapia direcionada para o TNBC que constitua 15 a 20% dos casos de cancer
de mama e, portanto, a quimioterapia citostatica convencional permanece a unica
opcao terapéutica. A falha do tratamento em todos esses tipos de cancer de mama
ocorre como consequéncia da resisténcia inerente ou adquirida (O'TOOLE et al.,
2013).

A quimioterapia adjuvante nao apenas prolonga a sobrevida livre de doenca
em pacientes, mas também a sobrevida global como umtodo; no entanto, o TNBC néo
possui os receptores direcionados tipicos encontrados nos tumores luminais ou HER-
2 e, portanto, néo pode ser tratado com agentes hormonais, como os moduladores
seletivos do receptor de estrogeno (SERMS - trifeniletilenos, benzotiofenos, tetra-
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hidronaftalenos, indois e benzopiranos ), inibidores de aromatase ou antagonistas de
HERZ2. Para combater esta questao, varios estudos neoadjuvantes foram realizados,
0 que acentuou a relagcédo entre quimio-sensibilidade e desfecho, revelando uma
sensibilidade proporcionalmente maior a antraciclina ou a quimioterapia baseada em
antraciclina/taxano, como doxorrubicina e ciclofosfamida. Embora a doenca triplo-
negativa seja altamente responsiva ao tratamento de quimioterapia convencional
com antraciclina/taxano, um alto risco de recidiva ainda mesmo que o tumor nao for
completamente erradicado (AYOUB; AL-SHAMI; YAGHAN, 2019).

Osalquilfosfolipideos sintéticos (APLs) sdo novosfarmacos antineoplasicos com
propriedades antiproliferativas, quimicamente divididos em duas classes principais:
alquil-lisofosfolipideos e alquilfosfocolinas. O grupo de lipideos antitumorais também
inclui os lipideos éteres antitumorais glicosilados e os fosfolipidios glicosilados.
Estes agentes interferem na homeostase lipidica devido a sua semelhanga com os
fosfolipidios end6genos, visando os lipid rafts da membrana e alterando a sinalizacao
ligada aos lipideos, levando a apoptose (VAN BLITTERSWJIK, VERHEIJ, 2008; VAN
BLITTERSWJIK, VERHEIJ, 2013). Os lipid rafts sao microdominios da membrana
enriquecidos em esterois e esfingolipideos, que desempenham um papel importante
para o correto funcionamento de varias vias de sinalizacéo de sobrevivéncia celular,
assim como de transportadores e canais ibnicos (MOLLINEDO; GAJATE, 2015).

Nosso grupo de pesquisa tem estudo o monoalquilfosfato (Pho-s), como uma
molécula envolvida na biossintese de fosfolipidios, capaz de reduzir a expressao
de moléculas pré-apoptotica Bad/Bax em células tumorais de melanoma B16F10,
0 que leva ao aumento da atividade da caspase-3, desencadeando a apoptose e
bloqueando o ciclo celular na fase de sintese ou na fase G2/M, dependendo da
concentragdo do farmaco. O tratamento de camundongos portadores de melanoma
B16F10 com a Pho-s resultou na inibicdo de crescimento tumoral, aumento da
sobrevivéncia e reducao de metastases (FERREIRA et al., 2012). Entretanto,
gquando testada em fibroblastos e células endoteliais humanas normais, a Pho-s
nao foi capaz de alterar a viabilidade das células normais (FERREIRA et al., 2011).
Pho-s também resultou na inibicdo de ascite neoplasica e evitou aumento do nivel
sérico de marcadores bioquimicos, pois a analise bioquimica dos camundongos
BALB/c nao tratados revelaram aumento na dosagem de transaminases hepaticas.
Pode-se sugerir que a inibicao da ascite neoplasica pela Pho- s impede insuficiéncia
hepatica (FERREIRA et al., 2012).

Pho-s é citotoxico para células tumorais de mama MCF7, diminuindo a
viabilidade celular, acompanhada por alteracbes morfolégicas e descolamento
as células a partir da cultura de monocamada. Além disso, células ndo tratadas
mostraram distribuicdo intracelular, peri-nuclear normal da mitocondria, enquanto
que em células MCF-7 tratadas com Pho-s, apresentaram profundas mudancgas na
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morfologia mitocondrial e mitocondrias agregadas no citoplasma (FERREIRA et al.,
2013; LAVELI-SILVA, 2017).

2,4-dinitrofenol (DNP) € um soélido amarelo cristalino que foi utilizado para
a producédo de muni¢des na Franga durante a primeira guerra mundial. Diversos
sintomas de envenenamento, como nauseas, suores, dores de cabeca e reducao de
peso corporal foram observados nos operarios. Assim, surgiu a ideia de usar o DNP
como uma droga anti-obesidade. DNP & um desacoplador artificial da fosforilagéo
oxidativa e que bloqueia a criacao de fosfatos ricos em energia (ATP). Na década
de 1930, foram observados efeitos colaterais graves em pacientes tratadas com
DNP, a Administragcdo de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos (FDA) revogou
a aprovacao para o DNP contendo drogas até os dias atuais. Na Alemanha, a
distribuicdo do DNP como um produto farmacéutico ou produto dietético também foi
proibido (ZACK et al., 2016).

O 2,4-dinitrofenol € um composto que, por meio de facilitagéo do fluxo prétons da
matriz mitocondrial, € capaz de reduzir o potencial mitocondrial (AWM) e desacopla
a fosforilacdo oxidativa da producédo de ATP. Embora desacoplamento crénico e
completo, o que provoca o colapso do AWM e reduz os depdésitos de energia e,
por causa da grande gradiente de prétons que persiste por meio da membrana
mitocondrial interna, nao tem nenhuma efeito sobre os niveis de ATP. Com base na
relacdo entre AWM, a producdo de ROS mitocondrial e a absorcao de Ca 2+, por
isso Korde e colaboradores acreditam na hipbétese de que o desacoplamento pode
ser neuroprotetor (KORDE, 2005).

2| METODOLOGIA

2.1 Cultura Celular

Foi utilizada a linhagem tumoral de mama humana triplo negativo: MDA-
MB-231 originaria da ATCC, tendo o respectivo codigo HTB-26TM, mantida e
estocada no banco de células pelo Prof. Dr. Durvanei Augusto Maria (Laboratorio
de Biologia Molecular, Instituto Butantan). As células foram cultivadas com meio de
cultura Leibovitz (Cultilab, Campinas-SP) suplementado com soro fetal bovino 10%,
bicarbonato se sddio 200 mM, pH= 7,4 em estufa 5% CO, a 37°C. A viabilidade
celular foi determinada pelo teste de exclusao pelo azul de Tripan, sendo considerada
ideal para a execuc¢ao dos experimentos a viabilidade superior a 94%.

2.2 Determinacao da atividade citotéxica pelo método MTT

As células tumorais MDA-MB-231 foram incubadas em placas de 96 orificios
a concentracao 1x10° células/mL durante 24 h e tratadas com os grupos descritos
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abaixo, em diversas concentragcdes. Apds 24 h de tratamento o sobrenadante foi
coletado em outra placa e adicionou-se 100 yL de MTT (Calbiochem — Darmstadt,
Alemanha) na concentracao de 5 mg/mL, as células foram incubadas no escuro
por 3 horas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. Apés este periodo, o conteido
foi removido e acrescentou-se 100 yL de alcool metilico para dissolver os cristais
de formazan formados e precipitados. A quantificacao da absorbancia foi feita em
leitor de ELISA em comprimento de onda de 540 nm. A concentragdo que induz
toxicidade em 50% das células (IC50%) foi determinada no tratamento apds 24 h
em diferentes concentragdes para avaliagao do efeito dose-resposta.

Foram avaliados os seguintes grupos experimentais:

Grupo | Controle negativo — veiculo/meio
Grupo Il Monoalquilfosfato (Pho-s)
Grupo Il 2,4-Dinitrofenol (DNP)
Grupo IV Monoalquilfosfato + 2,4-Dinitrofenol

2.3 Determinacao da producao de lipideos peroxidados polissaturados

A quantificacdo da peroxidacédo de lipideos é baseada na formacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs), predominantemente o
malondialdeido (MDA), que ocorre ap0s a lipoperoxidacdo das membranas
celulares. Estas substancias produzem uma coloragéo caracteristica que é medida
espectrofotometricamente. Os sobrenadantes das culturas celulares tumorais e
normais utilizadas para a metodologia do MTT foram recolhidos antes do teste
de citotoxicidade MTT e mantidos sob-refrigeracdo de -20°C. As amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente. Em microtubo foi adicionado 50 yL da
amostra e adicionados com 250 pL de &cido tricloroacético - TCA 20% (Sigma-
Aldrich) em outro microtubo, 50 yL da mesma amostra foi adicionada com 250 puL
de acido tiobarbiturico — TBA 0,86% (Sigma-Aldrich, Cat.: T550-0). Os microtubos
foram colocados em banho-maria a 100°C por 20 min, seguido de resfriamento a
0°C por 20 min, centrifugacédo a 8000 rpm por 4 min e 0 sobrenadante foi utilizado
para a quantificacdo das TBARS. A leitura foi realizada no espectrofotometro no
comprimento de onda de 535 nm.

2.4 Analises estatisticas

Todos os valores obtidos das linhagens celulares (MDA-MB-231 e FN1) foram

expressos em média + desvio médio e apds a obtencdo dos valores individuais

147
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das células tratadas e controle, os resultados foram tabelados e analisados no
programa Graphpad, Version 5.0 e InstatPad Prism Version 5.0. A andlise dos
dados foi realizada pelas comparag¢des de dois ou mais grupos com distribuicéo
nao parameétrica utilizando-se a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
comparacao multipla de TUKEY-KRAMER, considerando como nivel critico para
significancia valores de p< 0.05.

31 RESULTADOS

3.1 Determinacao da atividade citotéxica pelo método MTT

As células tumorais de mama humana triplo negativo MDA-MB-231 foram
incubadas com a Pho-s nas concentragcdes de 10 a 100 mM no tempo de 24 horas
de tratamento. As células tumorais foram observadas no microscopio de luz invertido
e analisadas mudancgas morfoldgicas com o aspecto de lise e a formacao de debri
celular no sobrenadante, a partir da concentragéo de 10 mM. ApOs as analises para
a obtencéo da equacéao da reta e comparacgoes estatisticas programa no GraphPad
Prism 5 foi obtido o valor da IC50% de 20,44 mM (Figura 01).
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Figura 01 — Avaliacao da Toxicidade do composto Pho-s em células tumorais de mama humana
MDA-MB-231. Gréfico de disperséo dos valores da média + dp da viabilidade da célula de
cancer de mama humano triplo negativo MDA-MB-231, apds 24 horas de tratamento com a
Pho-s em diferentes concentragdes, obtido pelo programa GraphPad Prism 5. Experimentos
realizados n=5, em octuplicadas.

As demais concentracdes de tratamento com a Pho-s mostraram efeitos
citotéxicos significativos, com aumento percentual da mortalidade celular, perda da
aderéncia celular, fragmentacdo da membrana citoplasmatica, perda da progresséao
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e projecao dos prolongamentos citoplasmaticos e foram visualizados formacéao de
vacuolos no citoplasma celular nas concentra¢des de 10 e 20 mM (Figura 02).

Figura 02 - Fotomicrografia dos aspectos celulares das células tumorais de mama humana
MDA-MB-231. Aspectos das modificagdes celulares dos grupos controle e tratados com as
diferentes concentracdes da Pho-s, ap6s 24 h de tratamento, obtidas em Microscopia Invertida
de Luz. Os circulos em vermelho destacam os vacuolos intracitoplasméaticos, nota-se que a
partir da concentracao de 20 mM ha uma reducdo expressiva na densidade celular.

O tratamento com o composto 2,4-Dinitrofenol, apés 24 horas, nas células
tumorais de mama humano triplo negativo — MDA-MB-231, resultou em perda dos
prolongamentos citoplasmaticos e diminuicdo da densidade celular, a partir da
concentracdo de 6,25 mM. Apds as analises para a obtencdo da equacéao da reta
e comparacgodes estatisticas programa no GraphPad Prism 5 foi obtido o valor da
IC50% de 25 mM (Figura 03).
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Figura 03 - Avaliagéo da Toxicidade do composto 2,4-Dinitrofenol em células tumorais de mama
humano MDA-MB-231. Grafico de dispersdo dos valores da média + dp da viabilidade da
célula de cancer de mama humano triplo negativo MDA-MB-231, ap6s 24 horas de tratamento
com o 2,4-Dinitrofenol em diferentes concentragbes, obtido pelo programa GraphPad Prism 5.
Experimentos realizados n=5, em octuplicadas.

As concentragcbes de tratamento com o 2,4-Dinitrofenol mostraram efeitos
citotéxicos, como o aumento percentual da mortalidade celular, diminuindo a
densidade celular e perda dos prolongamentos citoplasmaticos a partir da concentragéo
de 6,25 mM (Figura 04).

Figura 04 - Fotomicrografia dos aspectos celulares das células tumorais de mama humana
MDA-MB-231. Aspectos celulares dos grupos controle e tratados com as diferentes
concentracdes do 2,4-Dinitrofenol apds 24 h de tratamento, obtidas em Microscopia Invertida
de Luz. Os circulos indicam a perda dos prolongamentos citoplasmaticos, nota-se que ha uma
reducdo na densidade celular nas maiores concentragoes.
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Com o tratamento 2,4-Dinitrofenol + Pho-s, as células MDA-MB-231 mostraram
perda dos prolongamentos citoplasmaticos e diminuicdo da densidade celular, a
partir da concentracdo de 6,12 mM. ApOs as analises para a obtencdo da equacgao
da reta e comparacdes estatisticas programa no GraphPad Prism 5 foi obtido o
valor da 1IC50% de 27 mM (Figura 05).
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Figura 05 - Avaliagdo da Toxicidade do composto 2,4-Dinitrofenol + Pho-s em células de
tumorais de mama humano MDA-MB-231. Grafico de dispersao dos valores da média + dp
da viabilidade da célula de cancer de mama humano triplo negativo MDA-MB-231, apos 24

horas de tratamento com o 2,4-Dinitrofenol + Pho-s em diferentes concentra¢ées, obtido pelo
programa GraphPad Prism 5. Experimentos realizados n=5, em octuplicadas.

As concentracdes de tratamento com o 2,4-Dinitrofenol + Pho-s mostraram
efeitos citotdxicos significativos, como o aumento percentual da mortalidade celular,
perda dos prolongamentos citoplasmaticos, debri celular a partir da concentragao
de 6,12 mM (Figura 06).
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Figura 06 - Fotomicrografia dos aspectos celulares das células tumorais de mama humana
MDA-MB-231. Aspectos celulares dos grupos controle e tratados com as diferentes
concentracdes do 2,4-Dinitrofenol + Pho-s ap6s 24 h de tratamento, obtidas em Microscopia
Invertida de Luz. Os quadros a direita indicam a perda dos prolongamentos citoplasmaticos.

3.2 Determinacao da producao de lipideos peroxidados polissaturados

O tratamento com a Pho-s resultou em diferencga significativa na formacéo de
radicais peroxidados lipidicos da linhagem tumoral de mama MDA-MB-231. Apds
o tratamento de 24 horas houve diminuicéo significativa da producédo de radicais
peroxidados lipidicos nos sobrenadantes das culturas celulares das células tumorais
MDA-MB-231 tratadas com a Pho-s a partir da concentracdo de 20 mM (Figura
07A). As relagbes entre a viabilidade celular e a producédo de lipoperoxidos em
células tumorais de mama MDA-MB-231 mostraram correlagdo positiva significativa
entre a diminuicdo da viabilidade e a producao de lipoperoxidos (Figura 07B).
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Figura 07 — Producéo de radicas lipoperoxidados em células tumorais de mama humana MDA-
MB-231. (A) Graficos de barras dos valores da média + dp da produgéo de radicais peroxidados
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lipidicos apds 24 horas de tratamento com a Pho-s. (B) Grafico de dispersao da correlagéo
positiva da producé&o de radicais livres lipoperoxidados com a viabilidade celular obtida no teste
do MTT. Valores de significancia com p***<0.01 e ns obtido pelo teste de variagdo do ANOVA
seguido pelo teste multiplo de Turkey-Kremer. Experimentos realizados independentes n=5, em
octuplicadas.

O tratamento das células MDA-MB-231 com o 2,4-Dinitrofenol apds 24 horas
mostrou diminui¢cdo significativa da producédo de radicais peroxidados lipidicos
nos sobrenadantes das culturas celulares das células tumorais nas concentracdes
(Figura 08A). Nao ha correlacéo significativa positiva entre a viabilidade e a produgéo
de lipoperoxidos (Figura 08B).
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Figura 08 — Producéo de radicas lipoperoxidados em células de mama humana MDA-MB-231.
(A) Graficos de barras dos valores da média + dp da produc¢éo de radicais peroxidados lipidicos
apds 24 horas de tratamento com o 2,4-Dinitrofenol. (B) Grafico de disperséo da correlacédo
positiva da producéo de radicais livres lipoperoxidados com a viabilidade celular obtida no teste
do MTT. Valores de significAncia com p***<0.01 e ns obtido pelo teste de variagcdo do ANOVA
seguido pelo teste multiplo de Turkey-Kremer.

Experimentos realizados independentes n=5, em octuplicadas.

O tratamento com o 2,4-Dinitrofenol + Pho-s apds 24 horas mostrou diminuigéo
significativa da producéo de radicais peroxidados lipidicos nos sobrenadantes das
culturas celulares das células tumorais MDA-MB-231 nas concentragdes (Figura
09A). Nao ha correlagao significativa positiva entre a viabilidade e a producéo de
lipoperoxidos (Figura 09B).
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Figura 09 — Producéo de radicas lipoperoxidados em células de mama humana MDA-MB-231.
(A) Graficos de barras dos valores da média + dp da produg¢ao de radicais peroxidados lipidicos
apos 24 horas de tratamento com o 2,4-Dinitrofenol + Pho-s. (B) Grafico de dispersao da
correlagdo positiva da producgéo de radicais livres lipoperoxidados com a viabilidade celular
obtida no teste do MTT. Valores de significancia com p***<0.01 e ns obtido pelo teste de
variacdo do ANOVA seguido pelo teste mdltiplo de Turkey-Kremer.

Experimentos realizados independentes n=5, em octuplicadas.

4 1 DISCUSSAO

O tumor de mama triplo-negativo (TNBC) € um subtipo de tumor de mama,
caracterizado molecularmente pela expressao negativa dos receptores de
estrogénio e progesterona 2 e a auséncia de superexpressdo da proteina HER2
ou amplificacdo do gene HER2, ou ambos. Geralmente o TNBC afeta mulheres
mais jovens e geralmente apresenta um prognostico ruim. A progressao metastéatica
nesse fendtipo é tipicamente marcada por recidiva precoce e predominancia de
metastases hepaticas, pulmonares e do sistema nervoso central. Embora, seja
geralmente aceito o TNBC em estagio inicial € sensivel a quimioterapia, porém o
regime de tratamento ideal permanece indefinido. A quimioterapia neoadjuvante &
um padrao de tratamento para um TNBC localmente avancado ou inoperavel. Desta
forma, nosso resultados mostraram que no modelo in vitro com o monoalquilfosfato
(Pho-s) e o 2,4-Dinitrofenol e sua associacdo séo eficazes na capacidade de
diminuir viabilidade das células de tumor de mama humano MDA-MB-231. Em
células de adenocarcinoma de mama humano - MCF7 com o tratamento da Pho-s,
houve diminui¢ao da viabilidade celular e inibicdo da proliferacéo celular. Em células
tumorais de adenocarcinoma de mama humana MCF7, responsiva as terapéuticas
hormonais, a Pho-s se mostrou eficaz na capacidade e de inibir a proliferacao
celular dos diferentes tempos. A viabilidade celular foi avaliada ap6s 24, 48 e 72
horas de tratamento com a Pho-s, levando a uma reducao da viabilidade celular
tempo-concentracao dependente. ApOs o tratamento as células MCF7 apresentaram
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aspectos de lise e formacao de debri celular, a partir da concentracdo de 20 mM.
Dados que corroboram com trabalhos anteriores, no qual o tratamento com Pho-s
mostrou-se citotoxico em células tumorais (LAVELI-SILVA, M. G. et al., 2017). As
células tumorais MDA-MB-231 nao apresentaram diferencas entre a sensibilidade
dos efeitos de toxicidade, quando comparada as células tumorais luminal MCF-7
(LAVELI-SILVA, 2019).

O tratamento com o 2,4-Dinitrofenol (DNP) nas células tumorais de mama
MDA-MB-231 que apresentaram perda dos prolongamentos citoplasmaticos e
diminuicdo da densidade celular, com a obtencédo da 1C50% em 25 mM, assim
como, o tratamento com sua associacao com a Pho-s resultou no aumento do
percentual significativo de morte celular, com a 1IC50% em 27 mM, nao havendo
efeitos potencializadores ou sinérgicos.

O 2,4-dinitrofenol estimula a respiragdo, aumenta o consumo de O, e provoca
a perda do gradiente de pH através da membrana mitocondrial interna. Por isso, tem
sido demonstrado que o mesmo tem um potencial de auto-oxidagdo, aumentando a
producao de ROS e reduzindo o potencial da membrana mitocondrial. Além disso,
o 2,4-dinitrofenol tem a capacidade de aumentar a indugcdo de morte por apoptose
em algumas linhagens celulares tumorais (Jukat, CEM, SKW6 e HelLa). Em contra
partida, alguns estudos tém mostrado que o 2,4-dinitrofenol ndo conseguiu induzir
a apoptose em células humanas dopaminérgicas, mas a apoptose induzida por
diminuicdo dos niveis de ATP em fibroblastos humanos e células germinativas
masculinas humanas. No entanto, as suas propriedades como um agente antitumoral
nao foram totalmente compreendidas (ZACK et al., 2016). Portanto, o efeito do
2,4-dinitrofeno sobre o crescimento das células tumorais via apoptose ou parada do
ciclo celular necessita de ser elucidados.

Em condi¢cbes mitocondriais normais, a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) € baixa, a producao de ATP é alta, o Ca?* livre é baixo no citosol
e 0 armazenamento de Ca?* na mitocéndria € alto, mas sob controle. Existe um
limite para a capacidade de armazenamento do Ca?*. Uma célula em estado de
disfuncéo mitocondrial tem um mosaico de capacidade mitocondrial, com disfuncéo
mitocondrial, a producdo de ATP pode ser variavel e a producdao de ROS maior.
Quando ROS se formam como um subproduto da respiragdo em condi¢gdes normais,
0 mecanismo antioxidante mantém seguramente em niveis baixos. A grande
producao de ROS, promove o ataque de estruturas celulares, incluindo proteinas,
DNA e lipidios (GEISLER, 2019). Desta forma, foi avaliada a producéo de radicais
lipoperoxidados nas células normais e tumorais com todos os tratamentos.

Nas células tumorais de mama humano triplo negativo MDA-MB-231 tratadas
com Pho-s e o 2,4-Dinitrofenol e sua associacéo, houve diminuicdo da formacéo
de radicais peroxidados lipidicos quando comparado ao grupo controle. Isto
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ocorre, provavelmente, pela diminuicéo significativa da viabilidade celular apés os
tratamentos, sendo que ROS sao subprodutos do metabolismo celular e no método
colorimétrico MTT foi observado em células tumorais MDA-MB-231 a partir das

observagdes obtidas nos ensaios de citotoxicidade.
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