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RESUMO

O cancer de mama (CM) é a neoplasia maligna que mais acomete as
mulheres em todo o mundo. E uma doenca cuja etiologia é de natureza
multifatorial, com variadas manifesta¢des clinicas e morfologicas, assinaturas
moleculares distintas e perfis de respostas a terapia diferenciados. Atualmente,
o CM ¢ a principal causa de morte associada ao cancer e estima-se que entre
os anos de 2020 a 2040, cerca de 3 milhdes de novos diagnosticos. Diante de
sua complexidade molecular, os tumores mamarios sio classificados em
diferentes subtipos. Dentre estes, o CM triplo negativo (CMTN) corresponde a
cerca de 15% dos casos, com pior prognostico e menores sobrevida livre e
global. O manejo clinico do CMTN é restrito. Sado tumores que ndo expressam
receptores de estrégeno, progesterona e receptor tipo 2 do fator de crescimento
epidérmico. Assim, sdo tratados majoritariamente, de forma sistémica, por
quimioterapia. De fato, os beneficios da quimioterapia para o CMTN tém sido
relatados. Dados de diferentes estudos tém demonstrado sua eficacia nos
cenarios neoadjuvante, adjuvante e metastatico. Todavia, os efeitos colaterais
causados pelas drogas, devido a sua inespecificidade pelas células tumorais e
citotoxicidade em células normais, somados a elevada agressividade e ao
elevado potencial de disseminacgao e recidiva dos tumores mamarios TN exigem
novas abordagens.A inclusdo dos complexos metalicos no tratamento do céncer
teve inicio com a descoberta das propriedades antineoplasicas da cisplatina.
Nao obstante, devido a efeitos colaterais graves, como hepatotoxicidade, e
eficacia terapéutica limitada, a sintese de novos complexos metalicos com
propriedades antitumorais fez-se necessaria. Nesse contexto, a sintese de
complexos a base de cobre tem se destacado. O cobre € um micronutriente
essencial ao organismo atuando como cofator catalitico e componente estrutural
de diferentes enzimas. Sua estrutura eletrbnica singular e sua natureza
enddgena, o tornam um metal promissor a sintese quimica de medicamentos a
base de metais potencialmente menos toxicos e mais seletivos. Os beneficios
da administracdo de complexos de cobre no tratamento do CM tém sido
descritos, contudo o mecanismo antiproliferativo associado a esses compostos,
restringe-se, em sua maioria, a apoptose e geracao de espécies reativas de

oxigénio. Interessantemente, o cenario descrito impulsiona o desenvolvimento



de novos complexos a base de cobre com potencial antitumoral no tratamento
do CMNT, bem como a investigacao de vias de sinalizagao inéditas que possam
ser moduladas por esses compostos.No presente estudo avaliamos o potencial
antiproliferativo de novos complexos de cobre em diferentes linhagens de
tumores mamarios. Visto que os complexos demostraram citotoxicidade
significativa contra as células tumorais e notavel seletividade, selecionamos
aquele que exibiu os melhores resultados e realizamos ensaios adicionais
buscando identificar seu mecanismo de ac&o. Levantamos a hipétese de que o
complexo avaliado também exerce sua acido via modulagdao da sinalizacéo
purinérgica. Nosso estudo, portanto, ilumina alvos inéditos modulados por
complexos metalicos de cobre e abre novos caminhos na determinagado de
regimes terapéuticos para o CMTN.

Palavras-chave: Cancer de mama; Complexos de cobre (Il); Hidrazidas

alifaticas



ABSTRACT

Breast cancer (BC) is the malignant neoplasm that most affects women
worldwide. It is a disease whose etiology is multifactorial in nature, with varied
clinical and morphological manifestations, distinct molecular signatures and
different response profiles to therapy. Currently, BC is the leading cause of death
associated with cancer and it is estimated that between the years 2020 to 2040,
about 3 million new diagnoses will occur. Due to their molecular complexity,
breast tumors are classified into different subtypes. Among these, triple negative
CM (TNCM) corresponds to about 15% of cases, with worse prognosis and lower
free and overall survival. The clinical management of CMTN is restricted. These
are tumors that do not express estrogen, progesterone and epidermal growth
factor receptor type 2 receptors. Thus, they are mostly treated systemically by
chemotherapy. Indeed, the benefits of chemotherapy for CMTN have been
reported. Data from different studies have demonstrated its efficacy in
neoadjuvant, adjuvant and metastatic scenarios. However, the side effects
caused by drugs, due to their non-specificity for tumor cells and cytotoxicity in
normal cells, added to the high aggressiveness and high potential for
dissemination and recurrence of TN breast tumors, require new approaches. The
inclusion of metal complexes in cancer treatment began with the discovery of the
antineoplastic properties of cisplatin. However, due to serious side effects, such
as hepatotoxicity, and limited therapeutic efficacy, the synthesis of new metal
complexes with antitumor properties has become necessary. In this context, the
synthesis of copper-based complexes has stood out. Copper is an essential
micronutrient for the body acting as a catalytic cofactor and structural component
of different enzymes. Its unique electronic structure and its endogenous nature
make it a promising metal for the chemical synthesis of drugs based on potentially
less toxic and more selective metals. The benefits of administering copper
complexes in the treatment of BC have been described, however the
antiproliferative mechanism associated with these compounds is mostly
restricted to the 2 apoptosis and generation of reactive oxygen species.

Interestingly, the scenario described drives the development of new copper-



based complexes with antitumor potential in the treatment of CMNT, as well as
the investigation of novel signaling pathways that can be modulated by these
compounds. In the present study, we evaluated the antiproliferative potential of
new copper complexes in different breast tumor cell lines. Since the complexes
showed significant cytotoxicity against tumor cells and remarkable selectivity, we
selected the one that exhibited the best results and performed additional assays
seeking to identify its mechanism of action. We raised the hypothesis that the
assessed complex also exerts its action via modulation of purinergic signaling.
Our study, therefore, sheds light on novel targets modulated by copper metal
complexes and opens new avenues in determining therapeutic regimens for
CMTN.

Keywords: Breast cancer; copper(ll) complexes; aliphatic hydrazides



Capitulo |

Fundamentacao teoérica



1. ANATOMIA E HISTOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

Localizada na parede toraxica anterior e distribuida bilateralmente, a
mama humana adulta (Figura 1) € uma area de pele e tecido conjuntivo
subjacente, cuja base se estende verticalmente da segunda a sexta costela e
horizontalmente do esterno a linha axilar. Cada mama apresenta, em sua
estrutura, um grupo de 15 a 20 lobos, que, em conjunto, compdéem a glandula
mamaria (JOHNSON, 2010). Em sua porg¢éao central, a mama possui uma regiao
pigmentada, a aréola, no meio da qual emerge uma elevagéo, o mamilo. Descrita
como uma estrutura exclusiva aos mamiferos, a glandula mamaria € um érgéo
altamente especializado com funcgao primaria de sintetizar, secretar e fornecer
leite durante o periodo de amamentacgao da progénie (HASSIOTOU; GEDDES,
2013).

Figura 1. Componentes estruturais e funcionais do tecido mamario. Em a) vista

anterior de uma mama parcialmente dissecada. Em b) corte sagital de uma

mama.
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Histologicamente, a mama humana adulta € formada por trés tecidos
principais: o glandular, correspondente ao parénquima mamario, o conjuntivo
fibroso estrutural e o tecido adiposo (FU; NOLAN; LINDEMAN; VISVADER,
2020). O componente glandular é constituido por lobos que se subdividem em
l6bulos que, por sua vez, sdo formados por um conjunto de alvéolos ou acinos.
Estes convergem para um ducto lactifero cuja fungdo é conduzir o leite até um
ducto maior, que se abre na superficie do mamilo (Figura 1) (SRIVASTAVA;
HUYCKE; PHONG; GARTNER, 2020). Cada alvéolo é revestido por duas
camadas de células epiteliais. A primeira, interna e circundando o lumen ductal,
€ formada por células luminais cuboidais capazes de se diferenciarem em células
secretoras de leite, os lactocitos. A segunda camada, externa, € constituida por
células mioepiteliais contrateis que envolvem firmemente a camada luminal e
sdo responsaveis pela ejecdo do leite durante a amamentagdo. A camada
mioepetelial é revestida por uma membrana basal, a qual confere sustentacéo
as células mioepiteliais (Figura 2) (VISVADER, 2009). Estas apresentam
propriedades de células musculares lisas e, que, embora expressem
diferencialmente citoqueratinas e outras substancias quando comparadas as
células epiteliais, ambas derivam de uma unica célula-tronco mamaria (ZHANG;
LI; SONG; SHENG et al., 2016).

Figura 2. Composigao celular do alvéolo mamario.
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O estroma mamario € responsavel pela sustentagédo dos lobos e assegura
a manutencdo dessas estruturas por meio dos ligamentos suspensorios de
Cooper (NELSON; BISSELL, 2005). Também incorpora tecido adiposo e esta
presente tanto no interior dos Iébulos, estroma intralobular, quanto entre eles,
estroma interlobular (HASSIOTOU; GEDDES, 2013). A matriz estromal
apresenta uma composi¢cdo complexa sendo formada por diferentes tipos
celulares, tais como células endoteliais, fibroblastos, adipdcitos, células do
sistema imune, células vasculares e linfaticas hormonais e atua na sinalizagao
com o epitélio, o que o torna um componente essencial para o desenvolvimento
da glandula mamaria (SAKAKURA; SUZUKI; SHIURBA, 2013).

Finalmente, o tecido adiposo, definido como um tecido conjuntivo frouxo
formado por adipécitos, € constituido por gorduras mamaria e subcuténea, sendo
responsavel por envolver toda a glandula formando uma rede de protecéo (ZHU;
NELSON, 2013). Nos periodos que compreendem a gestacdo e a lactagao,
observa-se que os adipdcitos possuem conteudo lipidico reduzido, o que os torna
uma fonte de energia essencial para a produgéo de leite. Ademais, os adipdcitos
também se destacam pela sua fungdo enddcrina, uma vez que regulam o
crescimento e a funcdo epitelial (MUSUMECI; CASTROGIOVANNI;
SZYCHLINSKA,; AIELLO et al., 2015).

Alteragbes nos mecanismos de regulagdo do crescimento e proliferacéo
de células mamarias, resultam na formacdo de células anormais e na
multiplicagdo desordenada dessas células. Essas alteragcées podem favorecer a
instalacdo de tumores no tecido mamario e, por consequéncia, 0

desenvolvimento de cancer.

2. CANCER DE MAMA

2.1 HALLMARKS

A transformagcdo de células normais em células tumorais envolve
diferentes mecanismos. Esses tém sido descritos como capacidades ou
hallmarks e estao intimamente relacionados ao fenétipo maligno (ZHONG; YU;
VIRSHUP; MADAN, 2020). Inicialmente, Hanahan e Weinberg, em 2011,
propuseram oito hallmarks principais: (i) proliferacdo sustentada, (ii)

insensibilidade aos supressores de crescimento, (iii) potencial replicativo infinito,
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(iv) resisténcia a mecanismos de morte celular, (v)indugéo da angiogénese, (vi)
evasao do sistema imunoldgico, (vii) desregulagao do metabolismo energético e
(viii) ativacdo de invasdo e metastase (HANAHAN, 2022; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A proliferagdo celular € um processo complexo e rigorosamente
controlado. Mutagbes em genes denominados proto-oncogenes e genes
supressores tumorais iniciam o processo de carcinogénese conferindo as células
a capacidade de contornar esse controle e de superexpressar marcadores
associados ao metabolismo, proliferagdo, migracao e invasao (LI; EU; KONG;
WANG et al., 2020; PARK; PYUN; PARK, 2020). As proteinas codificadas por
esses genes mutados passam a estimular e/ou a sustentar a progressédo da
célula ao longo do ciclo celular, como a RAS (do inglés Rat Sarcoma virus) que
estimula a via MAPK, a RAF, uma proteina quinase serina/treonina que atua
como o principal efetor de RAS, c-MYC, um fator de transcricao que regula a
divisao e morte celulares (DEBERARDINIS; THOMPSON, 2008), os fatores de
transcricdo E2F1-E2F3, responsaveis pela ativagdo de genes que induzem a
entrada da célula na fase S e as quinases dependentes de ciclina CDK4 e CDKB6,
as quais atuam na regulagao da transicao do ciclo celular da fase G1 para a fase
S — (QIE; DIEHL, 2016; RUBIN; SAGE; SKOTHEIM, 2020).

A insensibilidade aos supressores de crescimento envolve alteragcdes em
supressores tumorais, 0s quais sdo responsaveis por promover o reparo do DNA,
estimular a ativagado dos checkpoints do ciclo celular e ativar a morte celular
programada. Mutagdes nos supressores TP53, BRCA1 (do inglés Breast Cancer
Type 1), BRACZ2 do inglés Breast Cancer Type , PTEN (do inglés phosphatase
and tensin homologue), ATM (do inglés ataxia-telangiectasia mutated) e CHK2
(do inglés Checkpoint kinase 2) tém sido descritas em diferentes tumores (LEE;
MULLER, 2010).

Com relacédo ao potencial replicativo infinito, a manutengcdo dos
teldbmeros, por meio da reativagdo da enzima telomerase, condiciona a
imortalidade replicativa. Uma vez que a atividade transcriptase reversa da
telomerase determina a continuidade da proliferacdo celular, essa &
rigorosamente regulada (LOPEZ-OTIN; BLASCO; PARTRIDGE; SERRANO et

al., 2013). Assim, falhas nesses mecanismos resultam em instabilidade



gendmica e garantem a manutencdo das ceélulas malignas (GUTERRES;
VILLANUEVA, 2020).

Adicionalmente, as células inibem a apoptose. Nos mamiferos, as
principais vias de sinalizacdo apoptotica sao associadas a dois mecanismos: o
intrinseco e o extrinseco (STRASSER; VAUX, 2020). No primeiro, ha a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa com ativagao das proteinas
BAK (do inglés Bcl-2 antagonist Killer) e/ou BAX (do inglés Bcl-2 Associated X-
protein). Ocorre a subsequente liberagdo do citocromo ¢ no citoplasma,
formacdo do apoptossoma e ativacdo de caspases (COSENTINO; GARCIA-
SAEZ, 2018). A via extrinseca é mediada por integrantes da familia de
receptores da morte, tais como: TNFR1, FAs, também designado como antigeno
de apoptose 1 ou cluster de diferenciacédo 95, e TRAILR (do inglés TNF-related
apoptosis-inducing ligand receptor) (STRASSER; VAUX, 2020). Uma vez
combinados aos seus ligantes, esses receptores desencadeiam a transdugao do
sinal que ativa diretamente as caspases (TZIFI; ECONOMOPOULOU;
GOURGIOTIS; ARDAVANIS et al., 2012). Esse processo € inibido por membros
da familia BCL-2, os quais incluem o préprio BCL-2 (do inglés B-cell lymphoma
2), BCL-XL (do inglés B-cell lymphoma-extra large), MCL-1 (do inglés myeloid
cell leukemia-1) e BCL-2-L2 (do inglés Bcl-2-like protein 2). Essas proteinas
inibem a apoptose ligando-se as proteinas BAX e BAK, impedindo sua
oligomerizagéo e sequestrando-as da membrana mitocondrial (THOMAS; LAM;
EDWARDS, 2010). Em tumores é notdria a expressdo exacerbada desses
efetores anti-apoptéticos, com inibicado de fatores pré-apoptéticos (SEILLER;
MAIGA; TOUZEAU; BELLANGER et al., 2020).

Intimamente associada a resisténcia a morte celular, a evasdo imune tem
sido amplamente explorada nos ultimos tempos enquanto chave para o processo
de carcinogénese. Células do sistema imunolégico, como os linfocitos T, podem
ser recrutadas para destruir as células transformadas ao reconhecerem o padrao
diferenciado de peptideos expressos (VAN DER LEUN; THOMMEN;
SCHUMACHER, 2020). Contudo, quando pouco imunogénicas, essas células
tumorais evadem ao controle imunolégico e se tornam imunorresistentes
(AMARAVADI; KIMMELMAN; WHITE, 2016). Ademais, podem expressar a

proteina transmembrana PD-L1 (do inglés Programmed death-ligand 1). A
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ligacdo de PD-L1 ao seu agonista PD-1, inibindo a ativac&o de linfocitos T (LI;
SHAO; SHI; HAN, 2018).

A angiogénese é definida como a formagao de novos vasos sanguineos
a partir de uma rede vascular preexistente e é descrita como um processo
essencial a manutengdo da proliferacdo e viabilidade das células tumorais
(MAJIDPOOR; MORTEZAEE, 2021). Todavia, essa rede vascular é
caracterizada pela ma formagéao dos vasos sanguineos produzindo, desse modo,
vasos permeaveis dispostos de maneira desorganizada o que culmina em
tumores mal perfundidos (RAMJIAWAN; GRIFFIOEN; DUDA, 2017). Esse
desenvolvimento inadequado ocorre, em parte, pelos niveis anormais de fatores
de crescimento secretados pelas células tumorais e estromais, como de
crescimento endotelial vascular, VEGF (VIALLARD; LARRIVEE, 2017). A
sinalizacdo angiogénica ocorre mediante a ligacdo de VEGF a receptores
tirosina quinase localizados na superficie de células do endotélio,
nomeadamente VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3 (MELINCOVICI; BOSCA;
SUSMAN; MARGINEAN et al., 2018). Angiopoietinas, fator de crescimento
derivado de plaquetas e fator de crescimento transformador beta também se
encontram envolvidos. Além disso, a proliferacdo continua resulta na
compressao dos vasos intratumorais, o que limita a perfusdao e, por
consequéncia, reduz o suprimento de oxigénio e nutrientes. Nesse contexto ha
formacdo de um microambiente hipéxico que favorece a selegcao de clones
capazes de resistir a condicbes desfavoraveis (MILOSEVIC; JANKOVIC;
MILENKOVIC; STOJANOV, 2018).

Por fim, a disseminacdo metastatica € a principal causa de morte
relacionada ao cancer. A cascata invasdo-metastase inicia-se com a migragéo
das células tumorais e invasao local da matriz extracelular (MEC) circundante.
Posteriormente as células atingem a corrente sanguinea, alcancam locais
distantes, extravasam no parénquima do 6rgao, se adaptam ao novo ambiente
formando micrometastases multicelulares e, potencialmente, prosperam de
modo a estabelecer metastases macroscoépicas clinicamente detectaveis
(MEIRSON; GIL-HENN; SAMSON, 2020). Proteinas como a E-caderina,
ocludina, cateninas, claudinas e metaloproteinases de matriz (MMP) encontram-
se intimamente relacionadas a esse evento. De fato, a perda dos sistemas

juncionais, nos quais estao envolvidas E-caderinas e claudinas, conduzem a
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transicdo epitélio-mesenquimal (EMT), processo no qual as células epiteliais
assumem um fendtipo migratério com o aumento na expressdo de marcadores
mesenquimais como N-caderina, vimentina e fibronectina (CIUCIULETE;
STEPAN; BADIU; ANDREIANA et al., 2021; MENDONSA; NA; GUMBINER,
2018). Quanto as MMPs, a degradacdo da matriz extracelular € um evento
crucial para que as células neoplasicas possam invadir tecidos adjacentes e
metastizar (MONDAL; ADHIKARI; BANERJEE; AMIN et al., 2020) . O aumento
da atividade de MMP2 e a MMP9 sao descritas em diversos canceres
avangados, contribuindo para um pior prognostico. N&o obstante, essas
proteinas estdo associadas a agressividade tumoral, bem como tém se mostrado

como um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias (JIANG; LI, 2021).

2.2 EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA

A demanda crescente por abordagens terapéuticas mais eficazes para o
tratamento do cancer ressalta o impacto dessa doenca nos sistemas de saude
em todo o mundo. Globalmente, o cancer representa a segunda principal causa
de morte, sendo responsavel por cerca de 10 milhdes de ébitos em 2020 (WHO,
2023a). Nesse mesmo ano, segundo a World Health Organization, os tumores
mais frequentemente diagnosticados foram: de mama, 2,26 milhdes de casos,
de pulméao, 2,21 milhdes de casos, colorretal, 1,93 milhdes de casos, de préstata
1,41 milhdes de casos, de pele nao melanoma, 1,2 milhdes de casos e de
estdmago, 1,09 milhdes de casos (WHO, 2023a). Estima-se que, entre os anos
de 2020 a 2040, sejam registrados 19,3 milhdes de novos casos de cancer,
sendo que, dentre estes, 3,03 milhdes acometerdao a mama (WHO, 2023b). No
Brasil, dados do INCA apontam 704 mil novos casos de cancer para cada ano
do triénio 2023-2025, dos quais cerca de 70% se concentrardo nas regides sul e
sudeste. Das neoplasias mais incidentes no pais, o cancer de mama
(ROXBURGH; MCMILLAN) se destaca na populagao feminina, correspondendo
a 10,5% do total de canceres diagnosticados e com 74 mil novos casos previstos
por ano até 2025 (INCA, 2023).

A etiologia do CM é de natureza multifatorial, sendo uma doenca
associada a idade, a aspectos genéticos/hereditarios, a fatores

enddcrinos/historia reprodutiva e ao comportamento/exposicdo ambiental
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(UNLU; KIYAK; CAKA; YAGMUR et al., 2017). Dentre esses, a idade é o fator
de risco mais bem estabelecido, uma vez que a incidéncia e a mortalidade por
CM aumentam com a idade. De fato, a idade avangada é vinculada ao acumulo
de alteragbes moleculares oriundas do proprio processo de envelhecimento.
Além disso, estimativas globais ratificam a relacédo entre o CM e a idade
avancgada, visto que a incidéncia da doenga cresce exponencialmente na
populagdo a partir de 40 anos, alcangando seu pico préoximo aos 60 (WHO,
2021).

Acerca dos fatores genéticos/hereditarios, mutacdes nos genes BRCAT e
BRCAZ2 aumentam a chances de desenvolvimento de CM (MOYER, 2014). Estes
sao supressores tumorais e atuam no reparo de eventuais quebras no DNA.
Células mutadas acumulam rearranjos cromossémicos durante sucessivas
mitoses, o que culmina no surgimento de clones potencialmente metastaticos
(SALEEM; GHAZALI; WAHAB; YUSOFF et al., 2020). Ademais, cerca de 25%
dos casos de CM estao relacionados ao historico familiar, de modo que o numero
de parentes de primeiro e segundo graus diagnosticados, a existéncia de CM
bilateral, ou at¢é mesmo o acometimento de homens estabelece a possivel
existéncia da doencga familial (BREWER; JONES; SCHOEMAKER; ASHWORTH
et al., 2017). Nesse contexto, estudos demonstraram que mutagcdes nos genes
BRCA1 e BRCAZ2 representam cerca de 15 a 20% dos casos familiares e que
mulheres que carregam essas mutagdes apresentam um risco estimado de 40 a
87% de desenvolverem a doenga aos 70 anos (ESPINEL; CHAMPINE;
HAMPEL; JETER et al., 2022).

Mutagbes no gene TP53 também s&o altamente penetrantes, sendo
detectadas em cerca de 30-35% dos CMs primarios invasivos (KAUR;
VASUDEVA; KUMAR; MUNSHI, 2018). Esse gene é codificado para p53, um
supressor de tumor responsavel pelo controle do ciclo celular, apoptose, reparo
do DNA e senescéncia celular (KASTENHUBER; LOWE, 2017). Por fim,
alteracbes na sinalizacdo relacionada a fatores de crescimento, como no
receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), estédo
intimamente relacionadas ndo somente ao surgimento, mas a agressividade de
tumores mamarios. Mutagbes em seu gene codificante conduzem a sintese de
uma proteina cuja atividade é continua, o que culmina na proliferagéo celular
auténoma (BROWN, 2021).
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Fatores enddcrinos, juntamente com a historia reprodutiva, também estéo
correlacionados ao CM. De fato, uma exposicdo hormonal prolongada,
especialmente ao estrogénio, € um fator de risco bem estabelecido (AKRAM;
IQBAL; DANIYAL; KHAN, 2017). Esse horménio € responsavel por ativar a
proliferacdo celular e, quando continuamente estimuladas, as células podem
sofrer danos no DNA, o que o torna potencialmente genotéxico (GOMPEL,
2019). Assim, mulheres cuja menarca tenha ocorrido com idade inferior a 12
anos apresentam um risco 20% maior de desenvolver o CM, quando
comparadas aquelas em que a primeira menstruagado ocorreu acima dos 13
anos. Paralelamente, a menopausa tardia, com idade superior a 55 anos,
também se apresenta como um aspecto que favorece o surgimento da doenga
(KASHYAP; PAL; SHARMA; GARG et al., 2022). Em uma analise conjunta de
13 estudos sobre mulheres na pds-menopausa, 0s niveis circulantes de
estrogénio foram 6% menores naquelas cujas menarcas ocorreu com idade = 14
anos (KEY; APPLEBY; REEVES; RODDAM et al., 2011).

Nesse contexto hormonal, alteracées dos padrdes reprodutivos como
gravidez tardia, nuliparidade e menor prevaléncia da amamentagao também
merecem atengao (INCA, 2022). A idade tardia da primeira gravidez, tal como a
nuliparidade, podem aumentar o risco de CM (WHO, 2021). Alguns estudos
epidemiologicos demonstram que mulheres que tiveram filhos em idade mais
jovem, em torno dos 20 anos, tém menor propensdo ao desenvolvimento da
doenca em relagao aquelas que nao tiveram filhos ou os tiveram tardiamente,
com idade superior aos 30 anos (SUN; ZHAO; YANG; XU et al., 2017). Além
disso, a amamentacao exerce um papel protetivo devido a diferenciagcado e
posterior apoptose de células mamarias, diminuindo os efeitos genotoxicos
impostos pelo estrogénio (WINTERS; MARTIN; MURPHY; SHOKAR, 2017).

Com relacado aos fatores comportamentais/ambientais destacam-se: a
ingestdo de bebida alcodlica, sobrepeso/obesidade, dieta, sedentarismo e
exposicao a radiagao (COUGHLIN, 2019). Meta-analises realizadas pelo World
Cancer Research Fund \WCRF, destacaram um aumento de 7% no risco de CM
para uma ingestao de 10g de alcool/dia (SUN; XIE; WANG; CHONG et al., 2020;
WCRF, 2018) e os mecanismos envolvidos incluem a metabolizacdo do etanol
em acetaldeido e o aumento dos niveis circulantes de estrogénio e da atividade
dos Receptores de Estrégeno (Res) (ZHOU; YU; WANG; XIAO et al., 2022). O

14



acetaldeido é um metabdlito altamente reativo ao DNA, se mostrando, portanto,
genotoxico. Ademais, também pode se ligar a proteinas, tais como a glutationa,
interferindo no sistema de defesa antioxidante e enzimas envolvidas no reparo e
metilagdo do DNA (GARAYCOECHEA; CROSSAN; LANGEVIN; MULDERRIG
et al., 2018). Paralelamente, o consumo de alcool aumenta os niveis de
horménios sexuais via modulacao do estresse oxidativo e inibicdo das enzimas
responsaveis pela degradacdo de esteroides como a sulfotransferase e 2-
hidroxilase (LIU; NGUYEN; COLDITZ, 2015).

Contudo, o risco de CM é reduzido em mulheres que mantém uma rotina
regular de atividade fisica e naquelas cujo consumo de frutas e vegetais é
prioritario na dieta (PARK; HOANG, 2021). Pesquisas demonstraram que
mulheres que caminham pelo menos 7 horas por semana apresentam um risco
de 10 a 25% menor de desenvolverem CM em comparagao as sedentarias,
destacando-se um efeito protetor ainda maior para aquelas no periodo poés-
menopausa (BUKI; JAMISON; ANDERSON; CUADRA, 2007; WINTERS;
MARTIN; MURPHY; SHOKAR, 2017). Os mecanismos biolégicos que medeiam
a relagao entre a pratica de atividade fisica e a diminuicdo do risco de CM
baseiam-se, principalmente, na modulagdo de marcadores inflamatdrios,
hormonios sexuais, eixo da insulina/fator de crescimento semelhante a insulina
ou IGF-1 e adipocinas (JONES; THOMAS; HESSELSWEET; ALVAREZ-
REEVES et al., 2013). Assim, a obesidade é um preocupante fator de risco. De
fato, o tecido adiposo é metabolicamente ativo com altos niveis de enzima
aromatase, responsavel pela conversdao de andrégeno em estrogénio,
contribuindo para o aumento dos niveis hormonais circulantes (LEE; KRUPER;
DIELI-CONWRIGHT; MORTIMER, 2019). Além disso, a obesidade conduz a
inflamacado do tecido adiposo via ativagdo de macréfagos que produzem
mediadores pro-inflamatérios, como TNF-q, e interleucina 6, IL-6 (PRICEMAN;
KUJAWSKI; SHEN; CHERRYHOLMES et al., 2013). Estes, por sua vez,
estimulam a liberagdo de leptina, adipocinas e proteina C reativa, juntamente
com a diminuicdo de citocinas anti-inflamatérias como a adiponectina
(ROXBURGH; MCMILLAN, 2014). A inflamagao desregulada no tecido adiposo
resulta em acumulo de células T pro-inflamatdérias e reducéo de T regs, o que
contribui para a resisténcia a insulina relacionada a obesidade (PRICEMAN;
KUJAWSKI; SHEN; CHERRYHOLMES et al., 2013). A resisténcia a insulina,
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bem como a hiperinsulinemia, tém sido relatadas como fatores de risco
independentes para CM (COUGHLIN, 2019).

Portanto, cuidados com relagcédo a dieta sao primordiais. O consumo de
carne vermelha, processada ou nido processada, € vinculado ao risco de CM
devido ao alto teor de ferro heme, aos mutagénicos criados durante o cozimento
e a agentes carcindbgenos adicionados durante o0 processamento,
nomeadamente nitritos e nitratos (INOUE-CHOI; SINHA; GIERACH; WARD,
2016). Nao obstante, a carne vermelha é uma importante fonte de nutrientes,
como proteinas, zinco e vitamina B12 e as diretrizes nutricionais recomendam
seu consumo limitado, variando de 350 a 500g/semana e a abstencao de carne
processada, tais como os embutidos (WOLK, 2017).

Ja frutas e vegetais sédo fontes importantes de polifendis e fibras. Estudos
demonstram que os polifendis podem controlar a proliferagao celular no CM, bem
como a atividade metastatica ao modular a IL-6 (KANAYA; ADAMS; TAKASAKI;
CHEN, 2014). Sao capazes de inibir a atividade das enzimas lipoxigenase e da
ciclooxigenase, assim como do fator de transcricdo NF-kB (DE CICCO; CATANI;
GASPERI; SIBILANO et al., 2019). Além disso, alguns polifendis antagonizam a
sinalizagao do estrogénio via inibigdo da enzima aromatase ou ligagao ao RE
(CHEN; CHIEN, 2014). As fibras também reduzem os niveis séricos do
estrogénio, bem como melhoram a sensibilidade a insulina, com consequente
reducao de ganho de peso (XU; SUN; SHI; ZOU et al., 2022).

Por fim, a radiacdo ionizante, oriunda de fluoroscopia, radioterapia,
combustiveis e residuos radioativos e métodos diagndsticos, causa danos
diretos e indiretos ao DNA e aumenta os niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs), e nitrogénio (ISAKOFF; MAYER; HE; TRAINA et al.). Estas promovem
alteracdes epigenéticas, o que culmina em mutacdes e instabilidade gendmica
(PRIOR; MIOUSSE; NZABARUSHIMANA; PATHAK et al., 2016).

Diante da natureza multifatorial do CM e da complexa rede bioquimica
associada ao desenvolvimento e progressdo desses tumores o diagnostico

precoce é decisivo para um melhor prognéstico e um tratamento eficaz.

2.3 ASPECTOS CLINICO-PATOLOGICOS E MOLECULARES

O diagnéstico precoce do CM é preponderante para a cura e é realizado

pelo monitoramento clinico, por exames de imagem e por técnicas moleculares
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(JAFARI; SAADATPOUR; SALMANINEJAD; MOMENI et al, 2018). O
autoexame é amplamente divulgado, baseado na avaliagdo periddica do
aspecto, textura e coloracdo das mamas, sendo uma alternativa para a busca
ativa pela analise especializada (MILOSEVIC; JANKOVIC; MILENKOVIC;
STOJANOQV, 2018). Clinicamente, de forma geral, as alteragdes benignas sao
limitadas e apresentam consisténcia e mobilidade mais suaves. Ja as alteracdes
de natureza maligna sao caracterizadas por terem uma consisténcia mais sélida
e por apresentarem uma fixagdo pelo substrato ou pela pele (MILOSEVIC;
JANKOVIC; MILENKOVIC; STOJANQV, 2018).

Para uma melhor acuracia diagnostica, sdo adotadas as técnicas de
imagem como a mamografia, a ultrassonografia, a ressonancia magnética (MRI),
a tomografia por emisséo de positrons (PET), a tomografia computadorizada
(TC) e a tomografia computadorizada por emissado de féton unico (SPECT)
(JAFARI; SAADATPOUR; SALMANINEJAD; MOMENI et al, 2018). A
mamografia é considerada o padrao-ouro para a detecgao e triagem do CM, uma
vez que se mostra sensivel e especifica, com baixo custo e ampla aceitabilidade
pelas pacientes (JAFARI; SAADATPOUR; SALMANINEJAD; MOMENI et al.,
2018). E indicada para mulheres acima de 40 anos, mesmo assintomaticas,
sendo realizada a cada dois anos (MILOSEVIC; JANKOVIC; MILENKOVIC;
STOJANQV, 2018). Porém, ainda ha casos falso-positivos, o que demanda
estratégias  alternativas de  diagndstico  (JAFARI;  SAADATPOUR;
SALMANINEJAD; MOMENI et al., 2018).

A ultrassonografia € considerada como um método de diagndstico e
monitoramento, sendo, por vezes, complementar a mamografia. Nao utiliza
radiacao ionizante e apresenta alta sensibilidade, podendo ser utilizada em
pessoas jovens, gravidas e lactantes (JAFARI; SAADATPOUR;
SALMANINEJAD; MOMENI et al., 2018). Essa técnica permite a avaliagéo da
morfologia e das margens de lesdes por multiplos planos e com alta resolugao,
0 que auxilia na escolha terapéutica, além de possibilitar a visualizacdo de
possiveis metastases (GUO; LU; QIN; FEI, 2018). Ja a MRI detecta a presenca
de microcalcificacoes, lesées pré-malignas, tumores residuais em pacientes ja
operados e corrimento mamario (JAFARI; SAADATPOUR; SALMANINEJAD;
MOMENI et al., 2018).
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O desenvolvimento e implantagcdo de métodos avangados como PET, TC
e SPECT tem possibilitado superar as limitagdes das técnicas tradicionais. PET
e SPECT usam, respectivamente, isétopos radioativos que emitem pésitrons, por
exemplo: 8F, 150, 13N e ''C, e is6topos que emitem fotons gama -99mTc, 123l
ou 125I- e sdo eficazes no diagnodstico do CM, especialmente nos casos com
metastases 6sseas (JAFARI; SAADATPOUR; SALMANINEJAD; MOMENI et al.,
2018). De fato, a analise precisa das imagens patolégicas da mama se tornaram,
a medida que as tecnologias e técnicas de bioinformatica evoluiram, um meio
importante para a detec¢ao precoce de CM (ZHANG; XIA, 2021).

A caracterizagdo molecular de tumores também tem contribuido
substancialmente para os avangos na area, possibilitando o surgimento do que
€ chamado pelos pesquisadores de radidbmica. Esta inclui a obteng¢ao de dados
como forma, tamanho, textura e intensidade que sao correlacionados com os
niveis genéticos e moleculares (TAGLIAFICO; PIANA; SCHENONE; LAI et al.,
2020). Além disso, pesquisas tém se dedicado a padronizagao de ferramentas e
marcadores relacionados a bidpsia liquida, a qual se destaca por possibilitar
diagndstico e triagem precoces, além de permitir o monitoramento longitudinal
eficiente da evolugdo do tumor em resposta a terapia (ALIMIRZAIE;
BAGHERZADEH; AKBARI, 2019). Contudo, a confirmagdo diagndstica
permanece por depender da analise do tecido afetado, o qual é excisado por
biépsia monitorada, permitindo, assim, a classificagado das lesbes mamarias

O conhecimento das caracteristicas histolégicas do tumor é relevante e
auxilia na compreensao de seu comportamento clinico (RAKHA; REIS-FILHO;
BAEHNER; DABBS et al., 2010). Nesse sentido, o CM ¢é categorizado,
principalmente, em carcinomas, quando se origina nas células epiteliais
mamarias dos ductos terminais e dos Iébulos, e em sarcomas, quando envolve
tecidos conjuntivos, como miofibroblastos e vasos sanguineos. Este representa
menos de 1% e é pouco explorado na literatura cientifica (ZUBAIR; WANG; ALI,
2020). Assim, o CM é amplamente definido como carcinoma in situ, invasivo e
de intervalo. Os primeiros apresentam baixa capacidade invasiva, ficando mais
frequentemente localizados em seus I6bulos e ductos predominantes (ZUBAIR;
WANG; ALI, 2020). Esse subtipo representa 20% do total dos casos e muitos
pesquisadores 0 consideram como um precursor nao obrigatério do carcinoma
invasivo (CORRADINI; CREMONINI; CATTANI; CUCCHI et al., 2021)
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Os carcinomas invasivos da mama, por sua vez, possuem alta capacidade
invasiva, podendo penetrar tecidos vizinhos e causar metastase. Esse subtipo
compreende tumores de amplo espectro que apresentam caracteristicas clinicas
particulares e, por esse motivo, a Organizagdo Mundial de Saude subdivide os
carcinomas invasivos em pelo menos 18 grupos, com diferentes potenciais de
malignidade e de migracdo (ZUBAIR; WANG; ALI, 2020). Dentre esses, o CM
invasivo sem tipo especial € o mais frequente, sendo responsavel por cerca de
40-80% dos diagnosticos (LUKASIEWICZ; CZECZELEWSKI; FORMA, 2021).

Por fim, o CM intervalado € definido como uma lesdo detectada entre
mamografias. E subdividido em ocultos radiograficamente, perdidos e cancer
intervalado verdadeiro. Os canceres ocultos radiograficamente sdo aqueles
muito pequenos para serem detectados. Os perdidos ndo foram detectados
devido a erros de interpretacéo ou falha técnica. Ja os intervalados verdadeiros
sao tumores que, apesar de negativos em uma triagem anterior, sdo vistos
claramente na mamografia diagnoéstica posterior (CORRADINI; CREMONINI;
CATTANI; CUCCHI et al., 2021)

Contudo, apenas a classificagdo histolégica ndo € suficiente para a
determinacao de um progndstico e para a escolha da terapia. Isso porque o CM
pode estar associado e € influenciado pela expressao de diferentes marcadores
moleculares que definem suas particularidades como o RE, o Receptor de
Progesterona (RP), o HER2 e o Ki-67, um marcador de proliferagao celular
(WALKER-SMITH; PECK, 2019). Atualmente, a pratica clinica usa uma
classificagdo baseada em cinco subtipos, séo eles os subtipos luminais A e B,
HERZ2-enriquecido (HERZ2E), basal-like, e claudin-low.

2.3.1 Luminais Ae B

Os tumores luminais sdo assim denominados devido a semelhanca das
células malignas com as células normais que circundam o lumem dos ductos
mamarios. Expressam RE e/ou RP no epitélio luminal que reveste os ductos e
correspondem a cerca de 70% de todos os casos (BURGUIN; DIORIO;
DUROCHER, 2021). A distingdo em Luminal A e B ocorre por meio da analise
de marcadores relacionados, principalmente, a vias de proliferacdo celular
(LUKASIEWICZ; CZECZELEWSKI; FORMA, 2021).
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Os tumores Luminal A sdo RE-positivos e podem ou ndo expressar RP.
Sao HER2-negativos e apresentam baixos niveis da proteina (Ki-67 < 14%) por
isso, séo considerados de baixo grau histoldgico e de crescimento lento, sendo,
portanto, associados a um melhor prognostico (LUKASIEWICZ;
CZECZELEWSKI; FORMA, 2021). Além disso, a taxa de recidiva e de metastase
sdo relativamente baixas quando comparadas com outros subtipos (MERINO
BONILLA; TORRES TABANERA; ROS MENDOZA, 2017).

Os tumores do subtipo Luminal B s&do de maior grau histolégico, sendo
mais agressivos e associados a um pior progndstico. Expressam genes
vinculados a HER2 e marcadores de proliferacdo e migracado celulares,
apresentando um Ki-67 = 14% e uma maior instabilidade genémica (TSANG;
TSE, 2020). Nesse sentido, a taxa de recorréncia € maior, inclusive com
metastases localizadas no osso e figado, com sobrevida de 1,6 anos apds
recidiva (LUKASIEWICZ; CZECZELEWSKI; FORMA, 2021). O CM Luminal B
representa de 10% a 20% dos casos de CM diagnosticados (LI; WEI; LI; WU et
al., 2022).

2.3.2 HER2E

Os tumores denominados HERZ2E contabilizam 15-30% dos tumores
mamarios. Superexpressam HER2 e sdo negativos para RE e RP. Apresentam
grau histolégico intermediario ou alto, com fendtipo mais agressivo e com alta
tendéncia a multifocalidade (TSANG; TSE, 2020). Todavia, a superexpressao
de HER2 possibilitou o desenvolvimento de terapias-alvos baseadas na
utilizacdo de anticorpos monoclonais anti-HER2, tais como o trastuzumabe,
promovendo, desse modo, melhor resposta terapéutica (HURVITZ; MARTIN;
SYMMANS; JUNG et al., 2018).

2.3.3 Basal-like

Os turmores basal-like sdao definidos por uma assinatura distinta de
expressao génica caracterizada pela alta expressdo de marcadores basais tais
como as citoqueratinas (CKs) 5, 6 e 17, laminina e receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR1), além de baixa expressdo de marcadores
luminais (ALLURI; NEWMAN, 2014). Esses tumores acometem 15 a 20% das

mulheres. Cerca de 70% dos casos sao triplo-negativos (TNs), ndo expressando
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RE, RP e HER2 (BANDO; KOBAYASHI; MIYAKAMI; SUMIDA et al., 2021), o
que limita seu tratamento e justifica um pior progndstico associado a essas

pacientes.

2.3.4 Claudin-low

Descrito pela primeira vez em 2007, o subtipo molecular claudin-low é
caracterizado pela baixa expresséo de genes envolvidos na formagao de jungdes
celulares como claudinas 3, 4 e 7, ocludina e E-caderina, combinada a alta
expressdo de genes vinculados a EMT e de marcadores de células-tronco
tumorais (POPOVA; KUZNETSOVA; BOGOMAZOVA; IVANOV, 2022).
Correspondem a cerca de 7% dos CM diagnosticados (LUKASIEWICZ;
CZECZELEWSKI; FORMA, 2021) e, em sua maioria, sdo TNs (FOUGNER;
BERGHOLTZ; NORUM; SGRLIE, 2020).

2.4 A COMPLEXIDADE DE TUMORES DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

O CMTN ¢é assim definido por ndo expressar os marcadores RE, RP e
HER2 (FOULKES; SMITH; REIS-FILHO, 2010). Representando cerca de 15% a
20% dos casos diagnosticados da doenga, € mais prevalente em mulheres
jovens, afrodescendentes, hispanicas e portadoras de mutagbes germinativas
deletérias em BRCA1, BRCA2 e RAD51 (do inglés DNA repair protein RAD51
homolog 1) (SHIMELIS; LADUCA; HU; HART et al., 2018). E um grupo altamente
heterogéneo, dividido em subgrupos distintos de acordo com os perfis clinico,
histopatolégico e molecular (BORRI; GRANAGLIA, 2021).

Histologicamente, a maioria dos tumores TNs é ductal invasiva de
nenhum tipo especial de alto grau, com bordas expansivas, polimorfismo nuclear
caracterizado por numerosas mitoses e com zonas geograficas de necrose e
infiltrados linfociticos (GEYER; PAREJA; WEIGELT; RAKHA et al., 2017).
Também sao identificados carcinomas com diferenciagao apdcrina, carcinomas
com caracteristicas medulares e carcinomas metaplasicos (LIAO; ZHANG; SUN;
Ll et al., 2018). No entanto, o CMTN também pode se apresentar com baixo grau
histolégico que, apesar de raro, possui baixo potencial metastatico. Previamente,
foi sugerida a existéncia de pelo menos dois subconjuntos desses tumores de
baixo grau, incluindo uma familia de les6es compostas pelos casos de adenose

microglandular, adenose microglandular atipica e carcinoma de células acinares
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e outro grupo caracterizado por tumores semelhantes a glandulas salivares da
mama (GEYER; PAREJA; WEIGELT; RAKHA et al., 2017).

Molecularmente, sua heterogeneidade impressiona. O CMTN é
caracterizado por apresentar genomas complexos, presenca de alta
instabilidade genética e padrdes intrincados de alteragbes no numero de copias
e rearranjos cromossémicos (LI; ZHANG; HOU; ZHOU et al., 2020). Apesar de
nao ser identificado um padrao molecular especifico, podem apresentar
mutagdes somaticas em genes supressores tumorais como TP53 e PTEN. Além
disso, alteragdes em genes da via PI3BK/PTEN/AKT/mTOR tém sido descritas em
uma alta porcentagem dos casos (PRVANOVIC; NEDELJKOVIC, 2021).

O estudo classico de Lehman e colaboradores, 2011, classificou sete
grupos distintos de CMTN conforme seu transcriptoma, padrédo de mutagdes
somaticas e variagdbes no numero de coépias génicas envolvidos em vias
celulares especificas (LEHMANN; BAUER; CHEN; SANDERS et al., 2011).
Posteriormente, Bareche e colaboradores, 2018, identificaram alteracbes
gendmicas caracteristicas de cada subtipo molecular de CMTN (BARECHE;
VENET; IGNATIADIS; AFTIMOS et al., 2018). Os subtipos foram assim
definidos:

e Basal 1: ativagéo de vias reguladoras do ciclo celular e de resposta
a danos no DNA. Apresenta altos niveis de instabilidade
cromossOmica, alta taxa de mutagdes em TP53, ganhos no numero
de copias e amplificacdes de PI3K, AKT e dele¢cdes em genes
envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA;

e Basal 2: altos niveis de fatores de crescimento, de marcadores
mioepiteliais e ativagdo de vias metabdlicas;

¢ Imunomodulador: altos niveis de expressao de genes associados
a resposta imune e inibidores de checkpoint do ciclo celular,
incluindo o antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4)
PD-1 e PD-L1. Associado a um melhor prognéstico do CMTN;

¢ Mesenquimal: expressao de genes envolvidos na motilidade celular
e na EMT;

e Tronco mesenquimalL: expressdo de genes envolvidos na

motilidade celular e na EMT. Também expressa genes associados
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a proliferacédo celular e é enriquecido por genes relacionados as
células-tronco mesenquimais;

e Receptor de andrdégeno luminal: Alta carga mutacional nos genes
PI3K, AKT e CDH1. Associado a um pior prognéstico do CMTN;

e Instavel: expressao elevada de citoqueratinas basais.

Portanto, esforcos recentes de analises moleculares tém melhorado
nossa compreensao acerca da complexidade do CMTN. No entanto, ainda sao
necessarios estudos dedicados a compreensdo das diferentes vias envolvidas
que conduzem a cada subtipo e os impactos desses eventos no prognostico, na

sobrevida e na resposta dos pacientes a terapia.

2.4.1 Prognéstico do CMTN

Entre os subtipos de CM, o TN € o mais agressivo, com rapida progressao
e baixa taxa de sobrevida (SIDDHARTH; SHARMA, 2018; ZOU; XIE; ZHENG;
LIU et al., 2022). Aproximadamente 46% dos pacientes com esses tumores
desenvolvem metastase a distancia, sendo que menos de 30% destes pacientes
sobrevivem por mais de 5 anos, com tempo médio de sobrevida de
aproximadamente 13 meses (CHUE; LA COURSE, 2019; LUO; WANG; HE; ZHU
et al., 2022). As metastases mais prevalentes sao as cerebrais, pulmonares e
viscerais (YIN, L.; DUAN, J. J.; BIAN, X. W,; YU, S. C., 2020). A taxa de
mortalidade de pacientes com CMTN dentro de 3 meses apds a recorréncia é de
até 75% com um pico de risco de recidiva e morte ocorrendo entre 3 e 5 anos
apos o tratamento inicial (ZOU; XIE; ZHENG,; LIU et al., 2022).

De acordo com a literatura, diversos fatores tém sido associados ao pior
prognéstico do CMTN, incluindo invasdo linfovascular, tamanho do tumor,
envolvimento de linfonodos e expressao de marcadores moleculares conforme
seus subtipos (BOU ZERDAN; GHORAYEB; SALIBA; ALLAM et al.,, 2022;
SPORIKOVA; KOUDELAKOVA; TROJANEC; HAJDUCH, 2018). Estes incluem
alta expressao de p54 e Ki-67 e baixa expressdo de Bcl-2 e E-caderina, por
exemplo. Também influenciam no progndstico o tamanho do tumor e alto grau
mitotico nuclear (ALMANSOUR, 2022; BI; TIAN; LE; WANG et al., 2016; WU;
MA; DENG; LUO et al., 2019). Ja a infiltragédo de linfocitos vem sendo associada
a um prognodstico mais favoravel da doenca (ONO; TSUDA; SHIMIZU;
YAMAMOTO et al., 2012).
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A resposta patologica completa (pCR) é um parametro amplamente
utilizado na clinica que define a auséncia a lesdao apds tratamento
(SASANPOUR; SANDOUGHDARAN; MOSAVI-JARRAHI; MALEKZADEH,
2018). Muitos estudos tém demonstrado uma correlagéo positiva entre a pCR e
um bom prognostico do CMTN, contudo, autores ainda criticam os parametros
adotados, os quais nao consideram a eliminacdo da doencga residual nos
linfonodos (SASANPOUR; SANDOUGHDARAN; MOSAVI-JARRAHI;
MALEKZADEH, 2018; VON MINCKWITZ; UNTCH; BLOHMER; COSTA et al.,
2012). De fato, o prognostico da doenga € diretamente impactado por seu perfil
histolégico e molecular, os quais direcionam as abordagens terapéuticas, como
por exemplo o método, a dose, a duragao e a intensidade das drogas a serem
utilizadas (CAO; NIU, 2020).

2.4.2 Tratamento do CMTN

De forma geral, o CMTN possui op¢des de tratamento mais limitadas, uma
vez que ndo expressa os receptores que o tornaria elegivel a hormonioterapia e
terapia-alvo com anti-HER2 (YIN, L.; DUAN, J.-J.; BIAN, X.-W.; YU, S.-C., 2020).
Nos ultimos anos, casos de CMTN metastaticos tém sido tratados com inibidores
de poli, ADP-ribose, polimerase (PARP), quando identificadas mutacbes em
BRCA1/BRCA2 e com agentes imunoterapicos direcionados a moléculas que
suprimem a resposta imunoldgica, quando os tumores expressam essas
proteinas de checkpoint (BARCHIESI; ROBERTO; VERRICO; VICI et al., 2021;
VALENCIA; RIOJA; MORANTE; RUIZ et al., 2022). Portanto, a principal forma
de tratamento para a ampla maioria dos pacientes permanece a quimioterapia
(QT) citotoxica, com a necessidade de constante otimizagdo dos regimes
adotados.

Os beneficios da QT para o CMTN estdao bem estabelecidos, com dados
relatando sua eficacia nos cenarios neoadjuvante -antes da intervencéo
cirurgica-, adjuvante -apos intervengdo cirurgica- e metastatico (LEBERT;
LESTER; POWELL; SEAL et al.,, 2018; LEE; YOST; YUAN, 2020). Quando
comparado com os subtipos luminais, o uso da QT nesses tumores é
acompanhado por uma taxa de resposta patoldgica significativamente maior e
pode melhorar consideravelmente o progndstico dos pacientes, principalmente
na neoadjuvancia (WAHBA; EL-HADAAD, 2015). Assim, o uso de tratamento
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sistémico neoadjuvante nos estagios iniciais da doenga tem se tornado um
padrdao de tratamento para casos de CMTN e esta associado a taxas mais
promissoras de pCR ,em torno de 30 - 40%, (DIECI; DEL MASTRO; CINQUINI;
MONTEMURRO et al., 2019). De fato, pacientes que atingem pCR com a terapia
primaria geralmente possuem uma maior sobrevida livre e global (HUANG,;
O'SHAUGHNESSY; ZHAO; HAIDERALI et al., 2020).

As combinagbes de doxorrubicina, ciclofosfamida e paclitaxel séo
amplamente empregadas na QT neoadjuvante e resultam em taxas de pCR de
35 a 45% (BISWAS; EFIRD; PRASAD; JINDAL et al., 2017). Também tém sido
incluidos quimioterapicos a base de platina, o que tem melhorado as taxas de
pCR a curto prazo (ISAKOFF; MAYER; HE; TRAINA et al., 2015). Na terapia
adjuvante, as diretrizes da Rede Nacional Abrangente de Cancer - NCCN (do
inglés The National Comprehensive Cancer Network) recomendam o uso de
regimes de combinagado baseados em taxanos, como o docetaxel, antraciclina
como doxorrubicina, alquilante como ciclofosfamida, compostos de platina, tais
como a cisplatina e carboplatina, e antimetabdlitos como 5-Fluorouracil (5-
Fu)/metatrexato (YIN, L.; DUAN, J.-J.; BIAN, X.-W.; YU, S.-C., 2020).

O mecanismo de acao dos taxanos se da principalmente pela inibicdo da
despolimerizagao dos microtubulos, impedindo as células de formar fusos
mitéticos, forcando-as a pararem na pro-metafase, e inibindo, assim, a divisao
celular. Além disso, também podem mediar a resposta imune antitumoral por
meio da ativacdo de macréfagos e induzir de apoptose (CHUNG; ANAND;
ANSELME; CHAN et al.,, 2021). O docetaxel apresenta uma maior poténcia
citotéxica, tem o dobro do efeito de despolimerizacdo dos microtubulos
comparado ao taxel e tem um espectro antitumoral mais amplo (YIN, L.; DUAN,
J. J.; BIAN, X. W_; YU, S. C., 2020).

As antraciclinas e seus antibioticos derivados, como a doxorrubicina, s&o
utilizadas para tratar diversos tipos de canceres como leucemia, linfoma, cancer
uterino, cancer de ovario, cancer de pulmdo e CM (W EDWARDSON;
NARENDRULA; CHEWCHUK; MISPEL-BEYER et al., 2015). Existem dois
mecanismos propostos pelos quais essa droga atua na célula-alvo: (i)
intercalacdo no DNA e interrupcédo do reparo mediado pela topoisomerase Il e
(i) geracdo de radicais livres, danificando as membranas celulares, DNA e
proteinas (THORN; OSHIRO; MARSH; HERNANDEZ-BOUSSARD et al., 2011).
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De acordo com os dados clinicos existentes, apdés 6 meses de QT com
antraciclinas, a taxa de mortalidade diminui cerca de 38% em pacientes com
menos de 50 anos no momento do diagndstico. Ja a taxa de mortalidade em
pacientes com mais de 50 anos no momento do diagnodstico diminuiu em
aproximadamente 20% (GROUP, 2005).

Agentes alquilantes como a ciclofosfamida e os compostos de platina
atuam através de trés mecanismos distintos: (i) alquilagcdo das bases do DNA
com a fixagado de grupos alquilas induzindo a atividade de enzimas de reparo,
retardando dessa maneira, a replicagdo do DNA e a transcricdo do RNA; (ii)
inducao da formacao de ligacdes inespecificas dentro da molécula de DNA, o
que impede sua replicacao e transcri¢cao e (iii) indugdo do pareamento incorreto
dos nucleotideos promovendo parada do ciclo celular pelos mecanismos de
reparo  (NAKATSUKASA; KOYAMA; OOUCHI; IMANISHI et al., 2017).
Curiosamente, a ciclofosfamida nao possui atividade antitumoral in vitro. Depois
de administrada ao paciente, a ciclofosfamida é primeiramente convertida em
aldofosfamida pelas oxidases microssomais do figado. Esta € instavel e é ativada
pelo citocromo P450 nas células tumorais para produzir compostos com
atividade alquilante (MORE; THOMAS; CHITLANGE; NANDA et al., 2019).
Diversos estudos tém mostrado que a ciclofosfamida pode ser empregada como
um neoadjuvante eficaz para o tratamento do CMTN (KORDE; SOMERFIELD;
CAREY; CREWS et al., 2021). Ja os estudos de Von Minckwitz et al. mostraram
que a adicao de carboplatina a quimioterapia convencional com taxanos ou
antraciclinas aumentou significativamente a taxa de pCR em pacientes com
TNBC (VON MINCKWITZ; SCHNEEWEISS; LOIBL; SALAT et al., 2014).

Ja os antimetabdlitos, tais como o antagonista das pirimidinas 5-Fu,
executam seu mecanismo de agcdo mediante o bloqueio da sintese de DNA,
tendo suas agoes restritas a fase S. Esses farmacos apresentam estruturas
andlogas as purinas e pirimidinas, inibindo-as por competicdo (MIURA;
KINOUCHI; ISHIDA; FUJIBUCHI et al., 2010). O 5-Fu também nao possui
nenhuma atividade biologica per se, sendo necessaria sua conversao em
metabdlitos ativos como monofosfato de fluorouridina in vivo. A capecitabina é
uma pro-droga capaz de gerar 5-Fu no organismo e € um agente citotoxico que
apresenta atividade seletiva contra células tumorais. E adequada para o

tratamento de CMTNs avancados, primarios ou metastaticos, quando a QT com
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paclitaxel ou antraciclina se mostram ineficazes (NORTHFELT; ALLRED; LIU;
HOBDAY et al., 2014; O'SHAUGHNESSY; KAUFMANN; SIEDENTOPF;
DALIVOUST et al.,, 2012). A combinagdo de capecitabina e cisplatina no
tratamento de pacientes com CMTN previamente tratados com antraciclina e
taxano mostraram efeitos significativos na redugao dos tumores, além efeitos
colaterais toleraveis (LI; LI; ZHANG; YUAN et al., 2015). Zhang et al. conduziram
um estudo de fase Il para avaliar a eficacia e tolerabilidade da gencitabina e
cisplatina como regime de tratamento de primeira linha para o CMTN
metastatico. Os resultados mostraram que a combinacéo foi significativamente
eficaz e segura (ZHANG; WANG; HU; WANG et al., 2015).

Nao obstante, devido a sua alta agressividade, alto potencial de
disseminacgao e recidiva, o tratamento do CMTN com as opg¢des terapéuticas
atualmente disponiveis ainda € desafiador. Os tratamentos empregados visam
melhorar a sobrevida e a qualidade de vida da paciente, mas a taxa de
mortalidade associadas a esses tumores ainda € alta. Isso posto, o
desenvolvimento de farmacos inéditos que possibilitem terapias mais eficazes
para o CMTN é essencial e nesse cenario, compostos metalicos, tais como os

complexos de cobre tém se destacado.
3. COMPLEXOS DE COBRE NO TRATAMENTO DO CM

A quimica inorganica medicinal, por meio da sintese quimica, oferece
alternativas para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, uma vez
que explora diferentes coordenagdes e geometrias, além da termodinamica,
cinética, estado redox e propriedades intrinsecas de ions metalicos catibnicos
(SANTINI; PELLEI; GANDIN; PORCHIA et al., 2014). A inclusdo dos complexos
metalicos no tratamento do cancer tem sua génese na descoberta das
propriedades anticancerigenas da cisplatina (DASARI; TCHOUNWOU, 2014).
Nao obstante, seu uso na pratica clinica é questionado, devido a graves efeitos
colaterais como hepato e nefrotoxicidade, além de apresentarem eficacia
terapéutica limitada ou farmacorresisténcia (OUN; MOUSSA; WHEATE, 2018).
Considerando os indices alarmantes em relagdao ao cancer no mundo, a sintese
de novos complexos metalicos com propriedades antitumorais e capazes de
superar as limitacbes dos compostos baseados em platina é de suma

importancia.
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Especial atencdo tem sido dedicada ao cobre, um micronutriente
essencial a processos biolégicos fundamentais aos organismos aerdbios
(ARREDONDO; NUNEZ, 2005). Devido & sua estrutura eletrénica tnica, o cobre
€ um metal cuja capacidade em doar e aceitar elétrons, alternando entre os
estados reduzido (Cu*) e oxidado (Cu?*), permite sua atuagdo em reagbes de
oxi-redugao, agindo como um importante transdutor de sinal, componente
estrutural e cofator enzimatico (LOPEZ; RAMCHANDANI; VAHDAT, 2019). Na
especie humana, a Cu/Zn superdxido dismutase 1 ou SOD1, citocromo ¢
oxidase, ceruloplasmina, lisil oxidase (LOX) e tirosinase sdo exemplos de
enzimas que dependem do cobre para exercerem suas fung¢des (BLOCKHUYS;
CELAURO; HILDESJO; FEIZI et al., 2017).

Por ser um componente essencial a diferentes processos celulares, o
organismo dispde de mecanismos sofisticados para assegurar a homeostasia do
cobre, incluindo transportadores especificos que regulam a sua absorgao,
distribuicado e efluxo (GUPTE; MUMPER, 2009), tais como o Transportador de
cobre de alta afinidade tipo 1 (CTR1) e os Transportadores de cobre ATPase A
(ATP7A) e B (ATP7B). Para a desintoxicagdo encontram-se envolvidas as
glutationas e as metalotioneninas (DENOYER; MASALDAN; LA FONTAINE;
CATER, 2015).

A dieta é a principal fonte de cobre. Apds a ingestédo, este se encontra
principalmente no estado Cu?*, sendo, entdo, reduzido a Cu* para ser absorvido
no intestino delgado via CTR1. Uma vez no enterdcito, o ATP7A é responsavel
pela transferéncia do cobre para a veia porta, que, posteriormente, é
transportado para o figado por proteinas plasmaticas, nomeadamente albumina
e trascupreina (BOSSAK; DREW; STEFANIAK; PLONKA et al, 2018;
MIGOCKA, 2015). Este € um 6rgao central na regulacdo da homeostase
sistémica do cobre, uma vez que capta, excreta e distribui esse metal. Portanto,
ao chegar no figado, o cobre pode ser armazenado nos hepatdcitos,
transportado para a bile para excregao, ou liberado na corrente sanguinea para
distribuicdo (CHEN; MIN; WANG, 2022). Assim, quando em excesso, O
transportador ATP7B, presente nos hepatdcitos, exporta o cobre para bile (LlI;
CHEN; YIN; LIU et al., 2018) e, em condigdes de demanda, o cobre ¢é liberado

na circulagao sanguinea e direcionado aos 6rgaos pelas proteinas plasmaticas

28



ceruloplasmina, albumina e trasncupreina (Figura 3) (KIDANE; FARHAD; LEE;

SANTOS et al., 2012).
Figura 3. Mecanismos regulatérios da absorgao, distribuicdo e excrecdo do

cobre. Em a) Absorgao do cobre no intestino delgado, transporte para o figado

distribuigdo para a corrente sanguinea e excregéao pela bile. Em b) metabolismo

celular do cobre.
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Portanto, a desregulacdo da homeostase do cobre é vinculada a diversas
patologias como a doenca de Menkes e a doenga de Wilson, as quais estao
associadas a deficiéncia e sobrecarga desse metal, respectivamente. Além
disso, disturbios neurodegenerativos, e. g. Alzheimer, Parkinson e
CreutzfeldJakob, artrite reumatodide, ulceras gastrointestinais, diabetes e cancer
também sao relacionados a niveis alterados desse metal (CHEN; JIANG; SHI,;
PENG et al., 2020; CZLONKOWSKA,; LITWIN; DUSEK; FERENCI et al., 2018).

No cancer, estudos pré-clinicos realizados em modelos de roedores com
tumores mamarios, pancreatico e de pulmdo, demonstraram que a
administracao de cobre, CuSOs4, por gavagem ou via ingestdo em agua potavel,
aumentou significativamente o crescimento da lesdo (BRADY; CROWE;
TURSKI; HOBBS et al., 2014; ISHIDA; ANDREUX; POITRY-YAMATE; AUWERX
et al., 2013). Paralelamente, a deficiéncia severa de cobre controlada pela dieta
desses animais também induziu o processo tumorigénico. De fato, a reducéo
acentuada na ingestdo desse micronutriente conduz a deplegdo do sistema
imunolégico em camundongos, promovendo o desenvolvimento do céancer
(DAVIS; NEWMAN, 2000).

A literatura tem demonstrado niveis séricos elevados de cobre em
pacientes oncoldgicos, quando comparados a individuos saudaveis (SANTINI;
PELLEI; GANDIN; PORCHIA et al., 2014). Somando-se a isso, niveis elevados
de cobre foram correlacionados a diversos canceres, como cervical (ZHANG;
SHI; ZHAO, 2018), ovariano (YAMAN; KAYA; SIMSEK, 2007), pulmonar
(ZHANG; YANG, 2018), gastrico (YAMAN; KAYA; YEKELER, 2007) e CM
(PAVITHRA; SATHISHA; KASTURI; MALLIKA et al., 2015). Em tumores, o cobre
tem sido descrito como um modulador da proliferacdo, angiogénese e
metastase. O cobre regula BRAF e MAPK sendo um elemento essencial a
atividade das ERK1 e 2, aumentando sua fosforilagcdo e, por conseguinte, a
divisao celular (GARBER, 2015). Na angiogénese, estimula a formac¢éo de novos
vasos sanguineos ao promover a proliferacdo e mobilidade das células
endoteliais vasculares e regular a sintese e secre¢cdo de mediadores pro-
angiogénicos como o fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF),
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral a (TNF-a) e fator de crescimento
endotelial vascular (DE LUCA; BARILE; ARCIELLO; ROSSI, 2019). O cobre

também se liga a angiogenina e é capaz de estabilizar o fator induzivel de hipdxia
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nuclear-1 (HIF-1) que, por sua vez, aumenta a expressdo de genes pro-
angiogénicos e de remodelagem da matriz extracelular (GERARD:;
BORDELEAU; BARRALET; DOILLON, 2010; QIU; DING; ZHANG; KANG, 2012).

Com relagédo a metastase, as atividades das enzimas LOX e de proteinas
semelhantes a LOX alteram o microambiente tumoral estabelecendo um nicho
pré-metastatico dependente de cobre (BHUVANASUNDAR; JOHN;
SULOCHANA; CORAL et al., 2014). O mediador pro-metastatico MEMO1
também é dependente de cobre e tem sido descrito como um fator prognostico
na deteccdo de metastases precoces a distancia (MACDONALD; NALVARTE;
SMIRNOVA; VECCHI et al., 2014).

Por outro lado, niveis elevados de cobre tém sido associados a morte de
células tumorais via estresse oxidativo. A reacdo de Fenton mediada por cobre,
ou a deplecdo de moléculas antioxidantes levam a formacdo EROs, as quais
induzem a expressao de genes reguladores do processo apoptético ou
promovem a disfungdo mitocondrial, ativando a via intrinseca da apoptose
(COBINE; BRADY, 2022). E valido destacar que niveis baixos de EROs atendem
as funcbes celulares essenciais de modo que, em excesso, alteram a
homeostase tanto de células normais, quanto tumorais (PRASAD; GUPTA;
TYAGI, 2017).

Nesse sentido, a reacdo de Fenton é uma das reacdes de catalise
mediada por metais, sendo que o cobre atua em uma faixa de pH mais ampla e
com maior taxa reacional (HAO; ZHANG; GAO; WEI et al., 2021). Além disso, o
estresse oxidativo mediado por cobre também pode ser desencadeado pela
deplegéo de antioxidantes como o tripeptideo y-glutamil-cisteinil-glicina, também
conhecido como glutationa (GSH). O cobre pode oxidar a GSH reduzida em
dissulfeto de glutationa oxidada, afetando, desse modo, sua capacidade de
proteger as células de radicais reativos (NGAMCHUEA; BATCHELOR-
MCAULEY; COMPTON, 2016). Na mitocbndria, foi demonstrado que o
transporte seletivo de cobre para essa organela esta relacionado ao aumento de
EROs (LIU; YANG; ZHANG; YANG et al., 2019). A produgéo de radicais OH por
ions cobre promove a clivagem do DNA e induz a apoptose mitocondrial ao
alterar a permeabilidade de sua membrana. Ademais o estresse oxidativo

induzido por cobre leva a geragdo de peréxidos lipidicos, os quais podem
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produzir metabolitos secundarios nocivos as células tumorais (GASCHLER;
STOCKWELL, 2017; LAWS; BINEVA-TODD; ESKANDARI; LU et al., 2018).

Outro mecanismo associado a agao antitumoral do cobre é a autofagia.
Tsang e colaboradores, 2020, demonstraram que o cobre pode interagir com as
quinases autofagicas ULK1 e ULK2, promovendo a formagdo de
autofagossomos (TSANG; POSIMO; GUDIEL; CICCHINI et al., 2020).
Adicionalmente, os complexos de cobre podem estimular a regulagéo positiva de
proteinas associadas a autofagia, como LC3 e p62 (XIONG; ZHOU; KARGES;
DU et al., 2021). O cobre também pode induzir a morte de células tumorais pela
inibicdo do proteassoma, um complexo multiproteico localizado no nucleo e
citosol, responsavel pela degradacdo e reciclagem de proteinas obsoletas.
GALCZYNSKA e colaboradores, 2020, demonstraram que a inibicdo do
proteassoma estava associada a liberagao de citocromo c no citosol e a ativagao
da cascata das caspases, induzindo a apoptose no tumor (GALCZYNSKA;
DRULIS-KAWA; ARABSKI, 2020). Corroborando esse dado, um estudo anterior
demonstrou que células neoplasicas sdo mais dependentes do proteassoma
para manterem sua rapida proliferagao, tornando-as mais sensiveis a inibicao
dessa estrutura (SANTINI; PELLEI; GANDIN; PORCHIA et al., 2014). Nao
obstante, é valido ressaltar que a via de morte celular mediada pelo cobre e seus
complexos difere entre os diversos tumores, o que justifica o desenvolvimento
de diferentes complexos com estrutura e propriedades unicas para o tratamento
do cancer (LELIEVRE; SANCEY; COLL; DENIAUD et al., 2020).

Nesse contexto, a abordagem atualmente adotada no desenvolvimento
de complexos de cobre para fins terapéuticos, especialmente na oncologia, inclui
duas estratégias: 1) compostos capazes de sequestrar o cobre diminuindo assim
sua biodisponibilidade, os quelantes de cobre, e 2) complexos de cobre que
desencadeiam a morte celular mediante interacdo com diferentes vias
bioquimicas, como as relacionadas a produg¢ao de EROs, os ionéforos de cobre
(DENOYER; MASALDAN; LA FONTAINE; CATER, 2015). Incialmente, os
quelantes de cobre foram propostos para tratar a doenga de Wilson, contudo
constatou-se, posteriormente, que esses agentes eram capazes de inibir a
angiogénese e prejudicar o crescimento e a metastase de células tumorais
prostaticas, pulmonares e mamarias (LI, 2020; WADHWA; MUMPER, 2013).
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Dentre os quelantes de cobre com propriedades antitumorais destacam-se o
tetramolibdato (TM), D-penicilamina e trientina.

O TM reage com ions cobre, seja Cu* ou Cu?* formando aglomerados
insoluveis que, posteriormente, sdo excretados do organismo (DENOYER;
CLATWORTHY; CATER, 2018). Seu mecanismo de agao baseia-se na inibicdo
de NFKB, resultando na diminuigdo da expressao de VEGF, bFGF e IL-1; na
diminuicdo da expressado do HIF-1q; na inibicdo da atividade da SOD1 e na
supressdao de ATOX1 e ATP7A (ALVAREZ; XUE; ROBINSON; CANALIZO-
HERNANDEZ et al., 2010; KIM; ABELMAN; YANO; RIBEIRO et al., 2015). A D-
penicilamina também reduz o crescimento e vascularizagéo tumorais ao modular
a expressao da molécula de adeséo intercelular ICAM-1, bem como ao inibir a
atividade de LOX e VEGF (CROWE; JACKAMAN; BEDDOES; RICCIARDO et
al., 2013; MAMMOTO; JIANG; JIANG; PANIGRAHY et al., 2013). Ja a tridentina
reduz a quelagao de cobre com um perfil de toxicidade mais toleravel em relagao
aos anteriores (KATHAWALA; HIRSCHFIELD, 2017). Promove a eliminagao do
cobre via excreg¢ao urinaria e, em carcinoma hepatocelular, esse quelante foi
responsavel pela reducdo da producdo de IL-8 e expressdo a molécula de
adesao celular endotelial plaquetaria CD31, controlando o processo metastatico
(MORIGUCHI; NAKAJIMA; KIMURA; WATANABE et al, 2002; YOSHII;
YOSHUJI; KURIYAMA; IKENAKA et al., 2001).

Na segunda estratégia, os ionéforos sédo responsaveis por aumentar os
niveis de cobre intracelular, sendo capazes de intercalar ao DNA e regular o
estresse oxidativo (OLIVERI, 2022). Dentre os ionéforos de cobre relatados, o
clioquinol e dissulfiram sdo compostos clinicamente testados. Mecanisticamente,
ambos conduzem a producéo intracelular de EROs e a inibicdo da atividade
proteassémica em células tumorais, o que culmina na apoptose (DENOYER,;
CLATWORTHY; CATER, 2018; PARK; FOUANI; JANSSON; WOOI et al., 2016).
Individualmente, o clioquinol induz a apoptose dependente de caspase (CATER,;
HAUPT, 2011) e o dissulfiram suprime o sistema ubiquitina-proteossoma
(EKINCI; ROHONDIA; KHAN; DOU, 2019).

Com relagao ao CM, complexos de cobre inéditos tém sido sintetizados,
caracterizados e testados no tratamento dessa doenca. Estudos in vitro com
cinco complexos ternarios de cobre(ll), demonstraram atividade significativa

sobre as linhagens celulares CAL 51 e MDA-MB-231, sendo mais eficazes do
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que a carboplatina em promover a morte celular (LI; YAGUE; WANG; DAI et al.,
2019). Os complexos inibiram a atividade proteassdmica levando ao acumulo de
proteinas ubiquitinadas, inibicado da proliferagao celular e indugao da apoptose
(LI; YAGUE; WANG; DAl et al., 2019).

Recentemente, Lee e colaboradores, 2022, sintetizaram e avaliaram o
potencial antitumoral do complexo ternario de cobre [Cu(fen)(L-tir)Cl].3H20,
onde fen = 1,10-fenantrolina e tir = tirosina, o qual exibiu capacidade
antiproliferativa sobre as células MDA-MB-231 dependente da dose com
toxicidade reduzida para a linhagem nao tumora MCF-10A (LEE; LEONG; LIM,;
WONG et al., 2022). Ademais, o complexo desencadeou parada do ciclo celular,
inducao da apoptose nas células MCF7 e MDA-MB-231 e promoveu o0 aumentou
da expresséo de LC3Il, indicando ativagdo da autofagia (LEE; LEONG; LIM;
WONG et al., 2022). Complexos metalicos, incluindo os de cobre, também
conduzem a morte de células-tronco tumorais em CM (LI; LIU; SHI; WANG et al.,
2021).

Zhang e colaboradores, 2005, descreveram a sintese e caracterizagao do
complexo octaédrico [Cu(L)3](ClO4)2, em que L = 1-[3-(2-piridil)pirazol-1-
iimetillnaftaleno, o qual apresentou alta afinidade ao DNA e elevada
citotoxicidade contra a linhagem de tumor mamario MDA-MB-453 (ZHANG; LIU;
BU; YANG, 2005). Em um estudo posterior, os autores demonstraram que o
complexo de cobre [Cu(L)2(NO3)](NO3)(H20)12(CH30OH)1/2, baseado no mesmo
ligante, também apresentou elevada citotoxicidade contra a linhagem MDA-MB-
453. As propriedades citotdxicas de ambos os complexos, foram associadas com
sua capacidade de intercalar e gerar quebras no DNA (CHEN; LIU; ZHANG;
GUO et al., 2007).

Enquanto Bolos e colaboradores, 2002, sintetizaram um complexo de
cobre baseado na ligagdo de [Cu(dien)NOs3]NOs (BOLOS; PAPAZISIS;
KORTSARIS; VOYATZI et al., 2002) ao ligante 2-amino-5metiltiazol. Ensaios in
vitro, demonstraram citotoxicidade elevada as células de mama T47D, inibindo
o ciclo celular, bem como a sintese de DNA, mas sem ativacdo da apoptose
(BOLOS; PAPAZISIS; KORTSARIS; VOYATZI et al., 2002). Outro estudo
realizado por NG e colaboradores, 2014, mostrou que complexos de cobre
baseados em fenantrolina apresentaram citotoxicidade seletiva para células
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MDA-MB-231 resistentes a cisplatina em comparacao as células MCF-10A. De
acordo com os ensaios realizados, a atividade dos compostos baseava-se na
geracdo de EROs, quebras no DNA, parada do ciclo celular e indugdo da
apoptose (NG; KONG; TIONG; MAAH et al., 2014). Em 2020, Zhang e
colaboradores sintetizaram dois complexos de cobre contendo bases de Schiff
derivadas de I-metioninol, os quais foram capazes de inibir o metabolismo, além
de controlar a migragao e proliferacao de células MDA-MB-231 (ZHANG; HOU;
LIU; HUANG et al., 2020).

Nesse cenario, a sintese de complexos de cobre inéditos, bem como a
realizacdo de diferentes ensaios avaliando seu potencial antitumoral e a
identificacdo de novas vias moduladas, tornam-se determinante no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para o tratamento do
CM.

4. SINALIZAGAO PURINERGICA

A ideia do que hoje denomina-se sinalizagao purinérgica, comegou a ser
concebida em 1929, ano no qual Drury e Szent-Gyorgi descreveram as acgdes de
nucleotideos e nucleosideos purinicos, nomeadamente, adenosina 5’ -trifosfato
e adenosina, no coragdo e nos vasos sanguineos (JAFARI; SAADATPOUR;
SALMANINEJAD; MOMENI et al.). Os pesquisadores observaram que a inje¢cao
intravenosa de extratos de musculo cardiaco e de outros tecidos culminou na
diminuicdo da frequéncia e ritmo do coracdo das cobaias. Ao isolarem a
substancia associada a essa alteracdo, identificaram a adenosina (ADO)
(DRURY; SZENT-GYORGY!I, 1929). Posteriormente, a capacidade da ADO de
regular o fluxo sanguineo coronariano foi demonstrada (LINDNER; RIGLER,
1931). Definida como um agente hipotensor, a ADO apresenta uma meia-vida
plasmatica curta, o que limitou, por um longo periodo, sua aplicagdo como um
agente hipotensivo (HONEY; RITCHIE; THOMSON, 1930). Entretanto, esta
mesma propriedade, 50 anos depois, a tornou uma opgado promissora ao
tratamento de taquicardia supraventricular (BELARDINELLI; SHRYOCK; SONG;
WANG et al., 1995).

Na década de 1950, foi demonstrado o armazenamento do nucleotideo

adenosina 5’-trifosfato (ATP) em grénulos densos de plaquetas sanguineas e

35



em granulos secretores de células cromafins (FANTL; WARD, 1956).
Paralelamente, foi descrita a liberagdo de ATP em conjunto com adrenalina e
noradrenalina apos estimulacdo da medula adrenal (CARLSSON; HILLARP,
1956), o que indicou seu papel como uma molécula sinalizadora. Em 1959, F.
Holton e P. Holton propuseram o ATP como o nucleotideo responsavel nao
somente pela vasodilatagdo antidrémica, como também pela transmissao central
de neurbnios aferentes, atuando dessa forma como uma substancia
transmissora analoga a acetilcolina (HOLTON, 1959).

Contudo, havia uma resisténcia consideravel quanto ao papel sinalizador
do ATP e seu envolvimento em vias extracelulares moduladas por mecanismos
nao adrenérgicos e nao colinérgicos. A transformacéo desse cenario iniciou-se
na década de 1970, quando Burnstock e colaboradores demonstraram uma
rapida hiperpolarizacdo e o relaxamento muscular apos bloqueio da acao
adrenérgica e colinérgica em musculo liso de Taenia coli (BURNSTOCK, 1972).
Posteriormente, demonstraram o ATP como responsavel por esse efeito
(BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012). Desse modo, em 1972, o termo
“purinérgico” foi cunhado e a hipotese da sinalizagdo purinérgica, sinalizagéo
mediada por nucleotideos e/ou nucleosideos puricos e pirimidicos, foi proposta
por Burnstock (BURNSTOCK, 1972).

Inicialmente  descrita como uma sinalizacdo associada a
neurotransmissdo e a neuromodulagdo, a sinalizagdo purinérgica esta,
atualmente, vinculada a diversos processos celulares como diferenciacao,
proliferagdo, migracdo, apoptose, regeneracdo e cicatrizagdo de lesdes
(HUANG; XIE; ILLES; DI VIRGILIO et al., 2021; MCEWAN; SOPHOCLEOQUS;
CUTHBERTSON; MANSFIELD et al., 2021; XING; SONG; ZHANG; ZHANG et
al., 2021). Portanto, correlaciona-se diretamente a diferentes patologias, quais
sejam: hipertensdo arterial, diabetes (REICHERT; CASTRO; ASSMANN;
BOTTARI et al., 2021), cardiopatias (BURNSTOCK, 2017), disturbios do sistema
nervoso central (SNC) (ERB; WOODS; KHALAFALLA; WEISMAN, 2019),
trombose, aterosclerose (FERRARI; LA SALA; MILANI; CELEGHINI et al., 2020),
insuficiéncia renal (MENZIES; TAM; UNWIN; BAILEY, 2017) e cancer
(FRANCIOSI; DO CARMO; ZANINI; CARDOSO, 2022).

O sistema purinérgico € composto por trés agentes principais: (a) as

moléculas sinalizadoras ou efetores purinérgicos - nucleotideos e nucleosideos

36



- , b) os receptores, aos quais os sinalizadores se ligam e desencadeiam a
resposta celular, e c) as enzimas responsaveis por gerar, reconhecer e degradar
os efetores purinérgicos (FIGURA 4). (DOU; CHEN; COWAN; CHEN, 2018).
Destaca-se que a resposta celular decorrente da ligagdo dos efetores
purinérgicos aos seus receptores é especifica, uma vez que que expressao de

seus componentes varia entre os tipos celulares (BURNSTOCK, 2020).

Figura 4. Representagdo simplificada do sistema purinérgico. O Sistema
purinérgico é constituido enzimas que atuam na superficie celular hidrolisando
purinas extracelulares. Estas sdo denominas ectoenzimas e incluem as E-
NTPDases, ENPPs e E5-NT ou ecto-5"nucleotidase e atuam na degradacéao
sequencial de nucleotideos. A adenina (Ado), nucleosideo resultante das
reagcdes sequenciais de degradacdo do ATP, pode ser convertido em inosina
(Ino) pela enzima adenosina desaminase. Os nucleotideos ATP e ADP e o
nucleosideo Ado, sado exemplos de moléculas sinalizadoras do sistema
purinérgico, que se ligam a receptores especificos, os quais incluem: os
receptores ionotrépicos P2X (1-7), os metabotropicos P2Y (1,2,4,6,11-14) ou os
receptores P1 (A1, 2A,2B e 3) acoplados a proteina G. A ligacado dos efetores
purinérgicos ocorre de acordo a afinidade de cada efetor ao seu receptor

podendo ativar ou desativar diferentes cascatas de sinalizagéo.
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Adaptado, (REICHERT; CASTRO; ASSMANN; BOTTARI et al., 2021).
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4.1 SINALIZADORES PURINERGICOS

Os sinalizadores ou efetores purinérgicos podem ser distribuidos em dois
grupos: 1) purinas e 2) pirimidinas. As purinas e pirimidinas sdo moléculas vitais
que regem as reagdes bioquimicas celulares sendo essenciais a sintese de
acidos nucléicos (NELSON; VORUGANTI, 2021). Ademais, as purinas atuam
como fonte de energia, regulam o crescimento celular e integram a estrutura de
coenzimas. As pirimidinas, por sua vez, estdo envolvidas na sintese de
polissacarideos e fosfolipidios, em modificacbes pds-traducionais em proteinas,
como a (glicosilacdo, e em processos de desintoxicagdo (BURNSTOCK;
ARNETT; ORRISS, 2013; KHAIRULLINA; TSARDAKAS RENHULDT;
WIESENBERGER; BENTZER et al., 2022).

Dentre as purinas, o efetor purinérgico que mais se destaca ¢ o ATP
(JAFARI; SAADATPOUR; SALMANINEJAD; MOMENI et al.), visto que, como
“‘moeda” energética, € uma molécula essencial ao metabolismo celular
(RIGOULET; BOUCHEZ; PAUMARD; RANSAC et al., 2020). Enquanto
sinalizador, atua no meio intra e extracelular e seus produtos de hidrdlise sdo a
adenosina-5'-difosfato (ADP), a adenosina-5’-monofosfato (AMP) e ADO. Devido
a sua carga negativa e ao seu tamanho relativamente grande, o ATP nao
consegue ser transportado via difusdo simples para o meio extracelular, sendo
liberado das células por mecanismos especificos e inespecificos. No primeiro
caso, o ATP pode ser liberado através de granulos exociticos, de microvesiculas
derivadas da membrana plasmatica, por transportadores especificos de cassete
de ligacao de ATP (ABC) e via canais de membrana. Estes incluem hemicanais
de conexina, panexina 1 (PANX1), modulador de homeostase de calcio 1
(CALHM1), canais anidnicos regulados por volume (VRACSs) e canais maxi-anion
(MACs) (VULTAGGIO-POMA; SARTI; DI VIRGILIO, 2020). Inespecificamente, o
ATP pode ser liberado das células mediante dano celular por necrose ou
apoptose (KOMORI, 2016).

As pirimidinas, tais como, uridina-5'-trifosfato (UTP), uridina-5’-difosfato
(UDP), uridina-difosfato-glicose (UDP-glicose) e inosina também s&o descritas
como efetores da sinalizagdo purinérgica (MORRONE; JACQUES-SILVA;
HORN; BERNARDI et al., 2003), embora o conhecimento ainda seja restrito

quando ao seu papel em mecanismos especificos de sinalizacdo. Contudo, para
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desencadear as respostas necessarias, os efetores purinérgicos, assim como
em qualquer via de sinalizagdo, precisam interagir com receptores especificos,

denominados purinoreceptores ou receptores purinérgicos.

4.2 RECEPTORES PURINERGICOS

Descritos pela primeira vez em 1976, os receptores purinérgicos estao
distribuidos por todos os tipos celulares e podem ser divididos em duas classes
com base na seletividade ao agonista (BURNSTOCK, 1976): receptores
purinérgicos do tipo 1 ou P1 e receptores purinérgicos do tipo 2 ou P2. Os
receptores P1 tém como unico agonista a ADO, enquanto os receptores P2 sao
responsivos a diferentes nucleotideos/nucleosideos, como ATP, ADP, UTP e
UDP (STEFANELLO; SPANEVELLO; PASSAMONTI; PORCIUNCULA et al.,
2019).

No inicio da década de 1990, os receptores P1 foram clonados e
caracterizados em 4 subtipos P1a1, P1a2a, P1a28 € P1a3, sendo todos receptores
acoplados a proteina G e responsivos a adenosina (BOREA; GESSI; MERIGHI;
VINCENZI et al., 2018). O receptor A1 medeia respostas vinculadas ao seu
acoplamento a diferentes proteinas que integram a familia Gi/o. Um mecanismo
de transducdo do sinal conhecido desse receptor € associado a inibicdo da
adenilato ciclase, o que culmina na diminuicdo do AMP ciclico (AMPc)
(BURNSTOCK; ARNETT; ORRISS, 2013). Também ativa a fosfolipase C ou
PLC, o que desencadeia o metabolismo do fosfotidilinositol de membrana e
resulta na produgao do Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e do diacilglicerol (DAG). A
producao desses metabalitos, por sua vez, leva ao aumento do influxo de calcio
para o interior da célula (PASQUINI; CONTRI; MERIGHI; GESSI et al., 2022).
Em contrapartida, os receptores A2A, acoplados as proteinas Gs, ativam a
adenilato ciclase. O receptor A2B é capaz de ativar a guanilato ciclase, via jungao
a Gg mediada por PLC e aumentar a concentracdo citosdlica de Ca?*
independente de IP3. Ja os receptores A3 sdo reconhecidos por estarem
acoplados a proteina Gi e, minoritariamente, a proteina Gq e, assim, estao
associados a inibicao da adenilato ciclase (CRONSTEIN; SITKOVSKY, 2017).
Os receptores P1 s&do responsaveis por controlar as atividades cardiovasculares,
modular do sistema imune e regular o SNC (ATIF; ALSRHANI; NAZ; IMRAN et
al., 2021).
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Com relacdo a familia de receptores P2, esta foi subdividida em dois
grupos: os receptores P2X e P2Y. Os P2X sao receptores ionotropicos
caracterizados como canais ibnicos localizados na superficie da membrana
plasmatica, sendo identificados sete subtipos desses receptores ou P2Xi.7
(ANTONIOLI; BLANDIZZI; PACHER; HASKO, 2019). Estruturalmente, P2X sao
canais idnicos triméricos responsivos exclusivamente ao ATP, cuja estrutura
apresenta um grupo amino, localizado na porgao citoplasmatica, um grupo C-
terminal mais longo e um dominio extracelular, responsavel pela ligacdo do
efetor, ATP, antagonistas competitivos e ions metalicos moduladores (GIULIANI;
SARTI; DI VIRGILIO, 2019). Os receptores P2X também apresentam dominios
transmembrana, que atuam como um canal de cations ndo seletivo (DI
VIRGILIO; SARTI; FALZONI; DE MARCHI et al., 2018). Uma vez efetuada a
ligagédo do ATP, esses receptores permitem o influxo de ions Na*e Ca?* e o efluxo
de ions K*, promovendo a sinalizagdo (NORTH, 2016). Quanto as propriedades
de abertura dos canais i6nicos, estas variam de acordo o subtipo do receptor,
sendo que os receptores P2X2, P2X4, P2X7 apresentam uma dessensibilizagcédo
lenta, enquanto os receptores P2X1 e P2X3 apresentam uma dessensibilizagao
rapida (DI VIRGILIO; SARTI; FALZONI; DE MARCHI et al., 2018).

Ja os P2Y sao caracterizados como receptores metabotropicos acoplados
a proteina G e distribuidos em 8 subtipos (BURNSTOCK, 2014). Estes podem
ser agrupados em duas categorias principais: receptores P2Y acoplados a
proteina Gq, responsaveis pela ativagao da proteina fosfolipase Cf e, portanto,
da via de sinalizagao associada - P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 -, e receptores P2Y
acoplados a proteina Gi, cujo acoplamento leva a inibicdo da enzima adenilato
ciclase - P2Y12, P2Y13 e P2Y14 - (ZIMMERMANN, 2016). Com relacdo ao
P2Y11, este apresenta um comportamento peculiar, uma vez que é acoplado as
proteinas Gq e Gs, provocando, desse modo, um aumento nos niveis citosoélicos
de AMPc e Ca?*, o que demonstra a complexidade desses receptores. Destaca-
se que ao contrario dos receptores P2X, responsivos somente ao ATP, os
receptores P2Y tém como ligantes diferentes efetores purinérgicos como ATP,
ADP, UTP e o UDP-glicose (ERB; WEISMAN, 2012; GIULIANI; SARTI; DI
VIRGILIO, 2019).

Assim a sinalizagdo purinérgica também possui um mecanismo de

inativagao do sinal. Este é executado por enzimas integrantes da familia das
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ectonucleotidades, cuja atividade é responsavel por hidrolisar as moléculas dos
efetores purinérgicos (VUERICH; ROBSON; LONGHI, 2019).

4.3 ECTONUCLEOTIDASES

Integrantes essenciais do sistema purinérgico, as ectonucleotidases sao
ectoenzimas responsaveis por hidrolisar nucleotideos e nucleosideos
extracelulares, e, por consequéncia, por controlar a magnitude e a duragéo da
resposta a esses efetores, de modo a interromper a sinalizagcdo e evitar a
superestimulacdo ou dessensibilizagdo do receptor (GRKOVIC; MITROVIC;
DRAGIC, 2022). Estao localizadas na superficie das células de diferentes tipos
celulares e, atualmente, sao classificadas em quatro familias, nomeadamente:
ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases ou ENTPDases, ectonucleotideo
pirofosfatase/ fosfodiesterases ou ENPPs, alcalino-fosfatases ou APs e ecto-5'-
nucleotidase (ZIMMERMANN, 2021).

As E-NTPDases sao enzimas que hidrolisam nucleotideos tri e
difosfatados em nucleotideos monofosfatados e fosfato inorganico (Pi), e,
portanto, ttm como um de seus substratos o ATP e o ADP (MOESTA, LlI;
SMYTH, 2020). Do ponto de vista estrutural, as E-NTPDases sao descritas como
proteinas integrais de membrana, altamente glicosiladas, cuja atividade catalitica
subjacente requer concentragdes milimolares de ions Ca?* e Mg?* (KNOWLES,
2011). Apresentam em sua estrutura dois dominios transmembrana préximos as
regides amino e carboxiterminal, importantes na regulacdo das enzimas e
responsaveis por ancorar as proteinas a membrana. Ao longo de anos de
pesquisas, foram identificados oito membros dessa familia de enzimas em
humanos enumerados E-NTPDase1-8 (PAES-VIEIRA; GOMES-VIEIRA;
MEYER-FERNANDES, 2021). Os membros dessa familia possuem massas
molares entre 70 e 80KDa e todos apresentam homologia de sequéncia em cinco
regides altamente conservadas, denominadas ‘“regides conservadas da
aspirase”, que constituem o sitio catalitico das enzimas (MOESTA; LI; SMYTH,
2020; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).

No tocante a localizagao celular, as E-NTPDases 1,2,3 e 8 encontram-se
dispostas na superficie extracelular da membrana plasmatica, enquanto as E-
NTPDases 4, 5, 6 e 7, localizam-se intracelularmente, estando as E-NTPDases

5 e 6 distribuidas no citoplasma, enquanto que as E-NTPDases 4 e 7 encontram-
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se inteiramente voltadas para a cavidade de organelas citoplasmaticas
(KUKULSKI; LEVESQUE; SEVIGNY, 2011; YEGUTKIN, 2014). Com relacg&o a
atividade catalitica, as diferentes isoenzimas tém afinidades distintas pelos
substratos, e.g., as enzimas E-NTPDases 1 e 2 hidrolisam preferencialmente
nucleotideos de adenina, quando comparados a di/tri fosfatos de uridina
(KNOWLES, 2011; ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012). Dentre os 8
integrantes da familia, a E-NTPDase 1 apresenta razao de hidrdlise 1:1 para os
nucleotideos ATP e ADP, sem preferéncia por qualquer um destes enquanto a
E-NTPDase 2 tem alta preferéncia por ATP exibindo uma razdo de hidrolise de
30:1 em relagao ao ADP. Ja as E-NTPDases 3 e 8 tém uma afinidade similar
pela hidrolise de ATP e UTP. Nao obstante, as E-NTPDases intracelulares 5 e 6
hidrolisam preferencialmente NTP, mas ndo ADP, enquanto a E-NTPDase 7 tem
como principais substratos o UTP, CTP e GTP, ainda que, apresente uma baixa
afinidade pelo ATP (YEGUTKIN, 2014).

Os integrantes das E-NTPDases também diferem entre si quanto a sua
distribuicdo tecidual e celular (GIULIANI; SARTI; DI VIRGILIO, 2020). A E-
NTPDase 1, e. g., € expressa em células endoteliais e musculares lisas, em uma
variedade de leucécitos, tais como linfocitos e mondcitos, e na microglia do
cérebro, enquanto a E-NTPDase 2 é expressa na superficie adventicias dos
vasos sanguineos, em células do tipo | das papilas gustativas, em células
progenitoras neurais e no sistema nervoso entérico (JIANG; WU; CSIZMADIA;
FELDBRUGGE et al., 2014; KISHORE; ROBSON; DWYER, 2018). Ja a E-
NTPDase 3 é distribuida em alguns subconjuntos de neurdnios e em tecidos que
compdem o sistema renal, digestivo, respiratorio e reprodutivo. A E-NTPDase 8
€ predominantemente expressa no figado, rim e intestino. Com relagéo as E-
NTPDases intracelulares, estas apresentam uma distribuicao tecidual mais
ampla, uma vez quea expressao dessas enzimas € diretamente associada ao
controle de nucleotideos no meio intracelular (ZIMMERMANN, 2021;
ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).

Os membros da familia ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfoesterase,
representam o grupo mais diversificado de enzimas capazes de hidrolisar
ligacbes fosfodiéster e pirofosfato, implicados em processos bioldgicos e
fisiopatolégicos importantes, os quais incluem: sinalizagdo de nucleotideos e

fosfolipidios, mineralizagdo Ossea, doengas fibroticas e infiltragdo de células
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imunes associadas a tumores (HAUSMANN; PERRAKIS; MOOLENAAR, 2013;
MACKENZIE; HUESA; RUTSCH; MACRAE, 2012). As E-NPPs sao ectoenzimas
transmembrana de passagem unica, com excegdes as E-NPP2, Autotaxina, e
ENNP6, que sdo secretadas e ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Essas enzimas tém como principais substratos nucleotideos trifosfatados, ATP
e UTP, que sao hidrolisados em nucleotideos monofosfatados, AMP e UMP,
liberando pirofosfato inorganico (PPi) ao invés de Pi (BORZA; SALGADO-POLO;
MOOLENAAR; PERRAKIS, 2022; STEFAN; JANSEN; BOLLEN, 2005). A familia
das E-NPPs é constituida por sete enzimas, E-NPP1-7, das quais somente as
E-NPP1, 2 e 3 estdo associadas a sinalizagao purinérgica (MUTAFOVA-
YAMBOLIEVA; DURNIN, 2014; ONYEDIBE; WANG; SINTIM, 2019).

Quanto as APs, essas enzimas, possuem uma ampla especificidade de
substratos que incluem nucleotideos de adenina tri, di e monofosfatados,
polifosfatos inorganicos e pirofosfato (GREEN; SAMBROOK, 2020). Dentre
todas as familias de ectoenzimas, as APs s&o as unicas que podem catalisar a
desfosforilacdo completa do ATP, ATP em ADP, AMP e entdo adenosina. A
familia das APs é composta por 4 isoenzimas, sendo trés dessas tecido-
especificas: as fosfatases alcalinas do intestino, placentaria e de células
germinativas, e a fosfatase alcalina ndo especifica para tecidos ou TNAP, esta
ultima sendo expressa predominantemente nos ossos, figado e rins (ZAHER;
EL-GAMAL; OMAR; ALJAREH et al., 2020). As APs sdo amplamente distribuidas
em diferentes células, sendo encontradas em praticamente todos os tecidos de
mamiferos e expressas, inclusive, em uma variedade de tumores (AL-RASHIDA;
IQBAL, 2015). Quanto a estrutura, as APs destacam-se pela presenga de ions
Zn?* e Mg ?* no seu sitio. Ja a nomenclatura refere-se ao fato de a atividade
catalitica dessas enzimas ocorrer em uma faixa de pH superior a 9
(ZIMMERMANN, 2021).

Finalmente, a ecto-5"-nucleotidase, também designada como CD73, do
inglés Cluster of Differentiation 73, é uma enzima que catalisa a hidrélise de ribo
e desoxirribonucleotideos 5°- monofosfatados, os quais incluem AMP, CMP, IMP
E GMP, em seus respectivos nucleosideos (JUNKER; RENN; DOBELMANN;
NAMASIVAYAM et al., 2019). Dentre os produtos de catalise, destaca-se a ADO,
oriunda da hidrolise de AMP em adenosina e Pi. Esta glicoproteina é a principal

enzima produtora de ADO e, portanto, a principal responsavel pela ativacdo dos
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receptores P1(KNAPP; ZEBISCH; PIPPEL; EL-TAYEB et al., 2012). Do ponto de
vista estrutural, a CD73 de mamiferos € composta por duas subunidades
glicoproteicas unidas por ligagdes nao covalentes e apresenta, em seu dominio
N-terminal, regides de ligagédo a ions Zn?* e outros ions bivalentes (JEFFREY;
LAWSON; POWERS, 2020). Nas células, a ectoenzima encontra-se ancorada a
membrana plasmatica via molécula de GPI e seu sitio catalitico encontra-se
voltado para o meio extracelular (JOSEPH; SHEPARD; KANNARKAT;
RUTLEDGE et al., 2008). A analise de comparacéo de sequéncias revelou que
a CD73 pode ser agrupada na superfamilia das metalofosfoesterases que
possuem uma gama especificidade de substratos, tais como: fosfoproteinas de
Serina/Treonina, varios nucleotideos e esfingomielina (YEGUTKIN, 2014).
Quanto a sua distribuigdo tecidual, a CD73 é encontrada em uma gama de
tecidos, sendo mais expressa no célon, rins e cérebro e menos abundante no
figado, pulméo e coracao (DWYER; KISHORE; ROBSON, 2020). No SNC, essa
enzima esta presente no cortex cerebral, hipotalamo e cerebelo. Ja no sistema
vascular, a CD73 é notadamente expressa no endotélio dos vasos de grande
calibre, enquanto no sistema imune essa enzima € expressa em algumas
subpopulagdes de linfécitos (MINOR; ALCEDO; BATTAGLIA; SNIDER, 2019). A
expressao dessa enzima também foi descrita em células estromais e algumas
células tumorais(CORBELINI; FIGUEIRO; DAS NEVES; ANDRADE et al., 2015).

Isso posto, avaliar o perfil de expressdo da ectonucleotidases em
condicgoes fisiologicas e patoldgicas torna-se imperativo. De fato, essas enzimas
apresentam um controle rebuscado sobre a sinalizagao purinérgica, e esta, por
sua vez, € associada a fisiopatologia de varias doencgas, inclusive cancer.

Portanto, se tornam importantes alvos terapéuticos.

4.4 IMPLICACOES DA SINALIZACAO PURINERGICA NO CM

A sinalizagédo purinérgica reticulada a outras redes de transmissores,
regula diferentes hallmarks do cancer como proliferacdo, diferenciacao,
migragao, apoptose e angiogénese (JUNKER; RENN; DOBELMANN;
NAMASIVAYAM et al., 2019). O ATP, e.g., promove a proliferagcado celular ao
ativar o receptor metabotropico P2Y, enquanto a ativagao de P2X7 é associada,

nao apenas a proliferagao, como também a sobrevivéncia tumoral (AVANZATO;
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GENOVA; FIORIO PLA; BERNARDINI et al., 2016). Nao obstante, esse receptor
€ altamente expresso no CM (TAN; HAN; ZOU; LUO et al., 2015).

Sabe-se que células tumorais expressam componentes do sistema
purinérgico e que uma das caracteristicas distintivas do cancer é a presenca de
altas concentragdes de ATP e adenosina extracelular no microambiente tumoral
(DRAGANOV; GOPALAKRISHNA-PILLAI; CHEN; ZUCKERMAN et al., 2015).
No CM, analises de expressao génica mostraram que células MCF7 e Hs578T
expressam predominantemente os transcritos dos receptores P2Y1, P2Y2,
P2Y4, P2Y6 e P2Y11(QIU; LIU; LI; ZHANG et al., 2018), e dados pré-clinicos
mostraram que a expressao desses receptores esta vinculada a processos de
invasado e metastase, especialmente o receptor P2Y2 (DI VIRGILIO; ADINOLFI,
2017). Quanto aos receptores P1, a sinalizagdo mediada pelo receptor A3
também ¢é associada a quimiotaxia e motilidade de células de CM. Como
mostrado por Ledderose e colaboradores, 2016, em células de CM MDA-MB-
231, os receptores A3 sao superexpressos, assim como as ectonucleotidases
ENPP1 e CD73, sendo ADO agonista dos receptores A3 (LEDDEROSE; HEFTI,;
CHEN; BAO et al., 2016). Outro mecanismo purinérgico associado a alta taxa de
metastase dessas células, refere-se a inducao de hipdxia via ativagao de P2Y2
mediada pelo ATP liberado pelas células MDA-MB-231 gerando, desse modo,
um microambiente tumoral ou TME favoravel a formagdo de um nicho pré-
metastatico (EUN; KO; PARK; CHANG et al., 2015). Previamente foi
demonstrado que que a CD73 ¢é superexpressa em CMTN (ALLARD;
TURCOTTE; SPRING; POMMEY et al., 2014), bem como esta associada a
quimiorresisténcia em pacientes diagnosticados com esses tumores ao
promover a imunossupressao (LOI; POMMEY; HAIBE-KAINS; BEAVIS et al.,
2013). Turcotte e colaboradores, 2017, avaliaram o papel da CD73 no CM
HERE+ e observaram que a expressao elevada dessa ectonucleotidase
correlacionava-se com um aumento significativo na resisténcia ao trastuzumabe
e pior evolugéo clinica (TURCOTTE; ALLARD; MITTAL; BARECHE et al., 2017).
Em outro estudo Ghalamfarsa e colaboradores, 2018, observaram que a hipdxia
no microambiente tumoral aumenta as moléculas produtoras de ADO,
especialmente a CD73. Essa via promovia a proliferacao de células tumorais e
desencadeava a produgédo de fatores angiogénicos, tais como VEGF, IL-6 e
bFGF (GHALAMFARSA; RASTEGARI; ATYABI; HASSANNIA et al., 2018).
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Adicionalmente, dados de outros pesquisadores indicam que a CD73 favorece
tanto a angiogénese quanto a metastase em CM (GAO; DONG; ZHANG, 2014;
SOLEIMANI; TAGHIZADEH; SHAHSAVARI; AMINI et al., 2019).

Nesse contexto, mediadores do sistema purinérgico tém-se apresentado
como potenciais alvos terapéuticos para o tratamento do cancer, especialmente
o CM, o que torna a identificagdo de compostos que possam modular a resposta
purinérgica, de modo a inibir ou minimizar seus efeitos pré-tumorais,

essencialmente necessaria.
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A new copper (ll) complex containing long-
chain aliphatic hydrazides and 1,10-
phenanthroline upregulates ADP hydrolisis in

triple-negative breast cancer cells
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RESUMO

Os efeitos de novos complexos de cobre (ll) contendo hidrazidas alifaticas de
cadeia longa e 1,10-fenantrolina contra células de cancer de mama foram
investigados em um painel de linhagens de células de cancer de mama (MCF7,
MDA-MB-453, MDA-MB-231, e MDA-MB-157), e contra a linha celular néo
tumoral MCF-10A. Todos os complexos de cobre sintetizados mostraram
significativa citotoxicidade e seletividade para linhagens de células tumorais. Em
particular, o Complexo 2 exibiu valores de IC50 variando entre 2,7 e 13,4 uM
considerando os tratamentos apos 48 e 24 h, respectivamente. Além disso, este
complexo mostrou-se mais seletivo para linhagens de células tumorais quando
comparado aos efeitos citotdéxicos da doxorrubicina e docetaxel. O Complexo 2
controlou a clonogenicidade das células MDA-MB-231 e modulou a hidrélise de
nucleotideos extracelulares, especialmente de ADP, cujo aumento na hidrolise
sugere o aumento nos niveis de AMP. O mesmo complexo também promoveu a
upregulacao da expressao de ENTPD1, enzima responsavel pela hidrolise de
ATP e ADP. Anteriormente, niveis maiores de AMP foram associados a inibicdo
da proliferacdo celular e da sintese de NAD e NADH em células de CM,
sugerindo que o efeito do complexo 2 observado sobre a clonogenicidade das
células MDA-MB-231 esteja associado ao aumento na hidrolise de ADP. Assim,
um novo complexo de cobre (Il) com maior efeito citotoxico e seletividade contra
células de cancer de mama foi obtido e mecanismos inéditos associados a
modulagao da sinalizagdo purinérgica foram incialmente descritos para esse
complexo, contribuindo para os esforcos da quimica medicinal no

desenvolvimento de novos quimioterapicos.
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Abstract

The effects of novel copper (Il) complexes containing long-chain aliphatic
hydrazides and 1,10-phenanthroline against breast cancer cells were
investigated in a panel of breast cancer cell lines (MCF7, MDA-MB-453, MDA-
MB-231, and MDA-MB-157), and against the non-tumor cell line MCF-10A. All
synthesized copper complexes demonstrated significant cytotoxicity and
selectivity for tumor cell lines. In particular, Complex 2 exhibited IC50 values
ranging between 2.7 and 13.4 uM considering treatments after 48 and 24h,
respectively. Furthermore, this complex was more selective for tumor cell lines
when compared to the cytotoxic effects of doxorubicin and docetaxel. Complex 2
controls the clonogenicity of MDA-MB-231 cells and modulates the hydrolysis of
extracellular nucleotides, especially ADP, whose hydrolysis increase suggests an
increase in AMP levels. The same complex also upregulated the expression of
ENTPD1, the enzyme responsible for the hydrolysis of ATP and ADP. Previously,
increased AMP levels were associated with inhibition of cell proliferation and NAD
and NADH synthesis in CM cells, suggesting that the observed complex 2 effect
on the clonogenicity of MDA-MB-231 cells is associated with increased ADP
hydrolysis. Thus, a new copper(ll) complex with greater cytotoxic effect and
selectivity against breast cancer cells was obtained and unpublished switches
associated with purinergic signal modulation were initially received for this
complex, confident for the efforts of medicinal chemistry in the development of
new chemotherapy.

Keywords: Copper(ll) complexes; aliphatic hydrazides; 1,10-phenanthroline;

breast cancer; purinergic signalling.
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1. Introduction

Cancer currently represents the second leading cause of death in the world.
According to the World Health Organization, in 2020, about 10 million people died
from the disease and, for 2040, 19.3 million new cases are expected being 3
million of Breast Cancer (BC) (WHO, 2023). According to WHO, BC has
surpassed lung cancer as the most diagnosed cancer, with 2.26 million new
cases in the year 2020 for 2.21 million new cases lung cance (SUNG; FERLAY;
SIEGEL, 2021).

BC treatment requires multidisciplinary efforts to overcome the heterogeneity
of these tumors. Molecularly, they are categorized according to the activation of
human epidermal growth factor 2 (HER2, encoded by ERBB2), expression of
hormone receptors (estrogen receptor — ER and progesterone receptor — PR),
and/or mutations in BRCA1/2 (Breast Cancer Type 1 and 2) tumor suppressors.
Thus, there are luminal A (ER+ and HERZ2-); luminal B-like HER2 (ER+ and/or
PR+, Ki67 > 14%); luminal B-like HER2+ (ER+ and/or PR+ HER2+); HER2-
enriched (ER-, PR- and HER2+); and triple-negative (TN) breast cancers (ER-,
PR- and HER2-) (HACKING; YAKIREVICH; WANG, 2022; HARBECK;
PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019). Thus, locoregional therapy
strategies (surgery and radiotherapy) and systemic therapy (hormone therapy,
targeted therapy and chemotherapy) are adopted according to the histological
and molecular characteristics, in a neoadjuvant or adjuvant regimen (HARBECK;
PENAULT-LLORCA; CORTES; GNANT et al., 2019).

Patients with a high histological grade and increased risk of recurrence are
commonly treated with chemotherapy (RAKHA; REIS-FILHO; BAEHNER;

DABBS et al., 2010). Initially, there is a reduction in lesion size and a complete
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pathological response. However, the low selectivity, the activation of multiple
drug resistance (MDR) mechanisms, the appearance of dormant and tolerant
clones, and remodeling of the tumor microenvironment (TME) can compromise
the successful of the treatment (FAMTA; SHAH; JAIN; KUMAR et al., 2022).

In this context, the synthesis of new therapeutic agents based on cationic
complexes emerges as a promising alternative in the development of novel
chemotherapeutic agents. Copper is an essential micronutrient capable of
existing in two distinct redox states oxidized Cu(ll) or reduced Cu(l), which allows
its participation in redox reactions and transduction of cellular signals. Cu(ll) acts
as a Lewis base and is an intermediate acid on the Person scale, which allows
complexation with different ligands and atom donors (ZHOU; ZHANG ; LU;
ZHANG et al., 2022). In addition, copper is an important structural component
and an enzymatic cofactor. Therefore, metallic copper complexes have
demonstrated the potential to overcome the non-specificity exhibited by
compounds already used in clinical practice. In fact, copper uptake occurs
naturally by the body, and its influx is even more expressive in tumor cells, since
these reprogram their metabolism and activate copper-dependent mechanisms
such as angiogenesis, proliferation and invasion (ROMO; CAREPO; LEVIN;
NASCIMENTO et al., 2021).

In BC, copper metal complexes have shown promising results. In vitro
studies with five new Cu(ll) complexes of the class [Cu(no)(nn)(ClOa4)2] containing
acid hydrazide (no, 4-fluorophenoxyacetic acid hydrazide (4-FH) or 4-
nitrobenzoic hydrazide (4-nh) and nn, 1,10-phenanthroline (phen), 4-4'-
dimethoxy-2,2'-bipyridine or 2,2 -bipyridine were synthesized, characterized and

tested for their antitumor potential. Among them [Cu(4-fh)(phen)(ClO4)2] and
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[Cu(4-nh)(phen)(ClO4)2]-H20 showed significant cytotoxicity against MDA-MB-
231 cells and triggered apoptosis (PAIXAO; MARZANO; JAIMES; PIVATTO et
al., 2017). Another ternary copper complex containing phen, [Cu(phen)(L-
tyr)CI].3H20, exhibited a remarkable selectivity to MDA-MB-231 lineage.
Furthermore, this complex induced cell cycle arrest and apoptosis (LEE; LEONG;
LIM; WONG et al., 2022). Previous studies by our research group reported the
effects of two Cu (ll) ternary complexes, [Cu(4-fh)(phen)(ClO4)2] and [Cu(4-
nh)(phen)( ClO4)2] - H20. Both were cytotoxic to MDA-MB-231 cell line, although
only the complex [Cu(4-fh)(phen)(ClO4)2] showed significant selectivity index.
This compound induced (DNA damage resulting in cell cycle arrest in GO/G1 and
cell death) (MACHADO; PAIXAQ; LINO; DE SOUZA et al., 2021).

In the present study we aimed to evaluate the effects of new Cu(ll) complexes
containing long-chain aliphatic hydrazides and phen in a panel of BC cells. Since
the synthesized complexes have original structures, we hypothesize that their
activities are superior to previously described compounds, and that they can
modulate unprecedented mechanisms, such as nucleotide hydrolysis, which

have not yet been described for copper metal complexes.

2. Results and Discussion
2.1 Effect of copper(ll)complexes on cell viability
The cytotoxic activity of the synthesized copper(ll) complexes containing
long-chain aliphatic hydrazides and phen was evaluated at different
concentrations (0 — 160 pM) over a panel of human breast cancer cells using
MTT assays. The results showed a dose-dependent and time-dependent effect
against most cell lines evaluated, since cytotoxicity was more prominent with

increasing concentration and after 48 h of exposure (Supplementary Figure).
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The half-maximal inhibitory concentration (ICso0) for each synthesized copper(lI0
complex was also determined. As shown in Table 1, the three complexes were
active against all the tumor cells evaluated, presenting ICso < 15 pM. The
Complex 2 was the most active, indicating an ICso 3.29 yM against MDA-MB-453
after 24 h of exposure, and ICs0 6.90, 5.12, 2.70, and 3.63 uM against MCF7,
MDA-MB-453, MDA-MB-231, and MDA-MB-157, respectively, after 48 h of
treatment. Complex 2 presented superior cytotoxicity in comparison with
docetaxel (DTX) but being less cytotoxic than the potent chemotherapeutic
doxorubicin (DOX). Also, all the ligands used in the synthesis, octanohydrazide
(octh), decanohydrazide (dech), dodecanohydrazide (dodh), and phen did not
present significant cytotoxic activity. Thus, the chelation to copper ion provided
the cytotoxic activity of these compounds and the presence of the ligands dech
and phen coordinated to the copper(ll) in Complex 2 may be associated with its
superior activity.

Table 1.Half-maximal inhibitory concentration or IC50 values (uM) of complexes
1-3 over breast cancer cell lines. Half-maximal inhibitory concentration or 1Cso
values (M) of Complexes 1-3 over breast cancer cell lines.
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24h T ' 48h

. MCF-10A  MCF7  MDA-MB-453 MDA-MB-231  MDA-MB-157 MCF-10A  MCF7  MDA-MB-453  MDA-MB-231 MDA-MB-157
Metallic compound.
Complex 1 306:19 840:25 11.7:4.0 14.6 £ 2.0 135:1.9 20427 620:07 801:07 5505 950x1.0
Complex 2 38.9+43 108147  3.29:2.1 134 137 9.27 1 2.1 308+37 6.90+1.3 512133 27+15 3.63+0.5
Complex 3 278167 7.40+1.3  971:22 10.6+ 1.5 11.0 £ 2.2 200+24 420:03  6.9812.1 40x14 7.9413.0
DTX 56.3 122 737:27 1050:1.4 4351 6.4 16.3 5.7 256+6.3 752+28  76.016.3 20.7 £ 0.7 131865
DOX 196+52 061:57 1.35:45 151174 0.48+2.9 0.32+21 0.16+32 04215 0.24 £3.1 0.36 + 3.4
Phen. NA NA NA >40 NA >80 >10 NA 34.8 1 6.1 NA
Dodh NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Dech. NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Qcth NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Note: MCF-10A, MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 and MDA-MB 157 cells were treated with increasing concentrations (0 — 160

MM) of indicated compounds or complexes 1-3 for 24 and 48h. Cell viability was determined using the MTT assay. The ICso values

are expressed as the means + standard deviation. NA: ICs0 > 160 uM. DTX: docetaxel; DOX: doxorubicin; phen: 1,10-phenanthroline;

dodh: dodecanohydrazide; dech: decanohydrazide; octh: octanohydrazide.
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It is noteworthy that the synthesized complexes indicated a considerable
selectivity index (SI > 2.0) (Table 2). For example, Complex 2 presented S| 11.8
for MDA-MB-453 after 24 h of treatment and S| 11.40 for MDA-MB-231 after 48
h of treatment. In addition, it should be noted that the copper complexes were
more selective in comparison to DTX and DOX, which are widely used for the
treatment of BC, with prominent toxicity (SHAFEI; EL-BAKLY; SOBHY; WAGDY
et al., 2017; ZHANG; WU; LI; LIN et al., 2022). When compared to other copper
(Il) complexes containing analogous ligands, Complex 2 stands out for its high
selectivity. Machado et al., 2021, also demonstrated the antiproliferative activity
of a cooper complex coordinated to phen against tumor cells. However, ICso of
Complex 2 were lower than the published compound, with higher SI. Therefore,
due to the cytotoxic effects and selectivity presented of Complex 2, this metalic
compound was selected for further assays. Two concentrations were tested, one
corresponding to the 1Cso value and another corresponding to the IC2s, therefore,
half of the ICso value. Thus, cellular and molecular effects not directly associated
with the death mechanisms could be evaluated.

Table 2. Selectivity index (SI) of Complexes 1-3 Selectivity index (Sl) of
Complexes 1-3.
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Metallic 24h 48h

compound. MCF7 MDA -MB-453 MDA-MB-231 MDA-MB-157 MCF7 MDA -MB-453 MDA-MB-231 MDA-MB-157
Complex 1 3.83 2.62 2.09 2.27 3.29 2.55 3.70 2.15
Complex 2 3.60 11.8 2.90 4.2 4.46 6.02 11.40 8.48
Complex 3 3.76 2.86 2.62 2.53 4.76 2.9 5.00 2.52
DTX 0.76 0.54 1.29 3.45 0.34 0.34 4.60 1.96
DOX 3.21 1.45 1.29 4.08 2.00 0.76 1.24 0.88

Note: Sl was calculated by dividing the ICso value for non-tumor cell lines, MCF10A, by the ICso values for tumor cells , MCF7, MDA-

MB-231, MDA-MB-453 and MDA-MB-157.DTX: docetaxel; DOX: doxorubicin.
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2.2 Complex 2 impairs migration and clonogenicity of MDA-MB231 cells

Faced with the challenges related to the treatment of TNBC, we further
carried out wound healing assays to evaluate the antimigratory effect of Complex
2 on MDA-MB231 cells. TNBC is associated with worse prognosis and is mainly
treated with chemotherapy. They are highly proliferative tumors, with greater
genomic instability, in addition to a greater propensity for metastasis and
resistance to apoptosis (ZOU; XIE; ZHENG et al., 2022).

Representative micrographies show that Complex 2 significantly impaired
cell migration at 6.7 uM for both 24 and 48 h of treatment (Figure 1A). In fact,
migration is one of the main events associated with the metastatic cascade
(FANFONE; WU; MAMMI; BERTHENET et al., 2022) and the antimetastatic
potential of copper complexes has been previously demonstrated in in vitro
models of ovarian and colorectal cancers (RUIZ; PERELMULTER; LEVIN:
ROMO et al., 2022; SHI; CHEN; WANG; GUO et al., 2018). However, no
significant effect was seen at the lowest concentration tested. In this context, we
suggest that the observed effect on migration came from the activation of cell
death mechanisms. We hypothesized, therefore, that the action of Complex 2
involves other hallmarks of cancer and, for this, we evaluated the long-term
effects of the compound through colony formation assays (Figure 1B). The
results showed that after 24 h of treatment Complex 2 inhibited 29% of colony
formation at 3.35 uM and 47% at 6.7 uM. After 48 h, Complex 2 inhibited about
50% of colony formation at both 3.35 and 6.7 yM treatments. There was no
significant difference between the concentrations used.

The ability to generate clones is a characteristic of the aggressiveness of tumor

cells and is directly related to their ability to interact and modulate the tumor
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microenvironment (TME) (ESQUER; ZHOU; ABRAHAM; LABARBERA, 2020).
Purinergic signaling has gained attention in light of its critical role in TME,
controlling the extracellular nucleotides contents through the activity of
ectonucleotidases and the expression and functioning of their receptors
(CAMPOS-CONTRERAS; DIAZ-MUNOZ; VAZQUEZ-CUEVAS, 2020). The
question raised here was: are copper metal complexes capable of regulating the

expression of ectonucleotidases and, thus, changing the “purinome” of BC cells?
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Figure 1. Effect of Complex 2 on MDA-MB-231 cell migration and clonogenicity
in vitro. (A) Confluent MDA-MB-231 cells were injured and treated with 3.35 and
6.7 uM of Complex 2. Untreated cells were used as a control. The widths of the
lesion lines made on the cells were examined after 0, 24 and 48 h of treatments.
The wound photos were taken at the times indicated, using an optical microscope
under exposure of 100x magnitude. (B) Clonogenic analysis of MDA-MB-231
cells after treatment with Complex 2 at 3.35 and 6.7 pyM. Quantitative
representation of reduced cell colonies after drug exposure is also presented.
The data are shown as means + standard deviation with replications n = 3.
Values of P represented for **** (P < 0.0001), *** (P < 0.001) and ** (P < 0.01)

by Tukey's multiple comparisons test.

2.3 Effects of Complex 2 on ATP, ADP, and AMP hydrolysis

To answer the question above we further evaluated whether treatments with
Complex 2 impacts nucleotide hydrolysis in MDA-MB-231 cells. In a previous
study, our research group observed that adenosine triphosphate (ATP),
adenosine diphosphate (ADP) and adenosine (ADO) hydrolysis is higher in MDA-
MB-231 lineage compared to MCF7 cells indicating an orchestrated action of
these enzymes in order to establish the concentrations of nucleotides that are
necessary to maintain the phenotype of triple-negative BC cells (DA SILVA; DE

MELO NETO; MARTINS; DE SOUSA CARDOSO et al., 2022).

As firstly proposed by Burnstock in 1972, nucleotides act as autocrine and

paracrine messengers, immunomodulating the TME and affecting the physiology
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of cancerous cells (CAMPOS-CONTRERAS; DIAZ-MUNOZ; VAZQUEZ-
CUEVAS, 2020). In this context, the presence of ATP and ADO is regulated by a
hierarchical control system composed by ectonucleotidases that are
ectoenzymes located on the cell surface and are responsible for the hydrolysis of
extracellular nucleotides (DA SILVA; DE MELO NETO; MARTINS; DE SOUSA

CARDOSO et al., 2022).

Herein, the activity of CD39 (also called NTPDase1) and CD73 (also called
ecto-5’-nucleotidase) on the cell surface were indirectely measured before and
after treatments with 1.35 or 2.7 yM of Complex 2 for 12, 24, and 48 h. CD39
converts ATP into ADP and ADP into adenosine monophosphate (AMP). CD73,
in turn, is responsible to produce ADO through AMP hydrolisis. As shown in
Figure 2A, after 12 h, there was an increase in ATP hydrolysis and a decrease
in ADP hydrolysis compared to the control at both concentrations evaluated, with
no effect being observed on ADO concentration (AMP hydrolysis). After 24 h,
ATP hydrolysis decreased in the treatment with 1.35 uM, and increased in the
highest concentration of Complex 2 (2.7 uM). No change in ADP hydrolysis was
observed in both concentrations and AMP hydrolysis increased in the treatment
with 2.7 uM (Figure 2B). Finally, after 48 h of treatment, greater ADP hydrolysis
was identified, which may indicate higher AMP levels (Figure 2C). Thus, our
results suggest that AMP levels decreased after 12 hours but increased
significantly after 48 hours. However, it is important to highlight that only the
enzymatic activities were measured, so that the nucleotide levels can be

regulated by other mechanisms, which were not explored in the present study.

In an analysis regarding the activity of these enzymes over time, and

according to the concentrations used, there was a peculiar behavior in the first
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12 hours of treatment with the lowest concentration (1.35 uM), with an increase

in ATP hydrolysis and a decrease in ADP hydrolysis (Figure 2D). However, after

24 h, there was a balance of enzymatic activities and, for both experimental

conditions, after 48 hours, the increase in ADP hydrolisis is notorious, especially

in the treatment with 2.7 yM of Complex 2 (Figure 2E).
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Figure 2. Hydrolysis of ATP, ADP and AMP on the surface of the MDA-MB-231

cell line. Treatments with Complex 2 were conducted for 12 h (A) 24 h (B) and 48

(C). Hydrolisis was expressed in nmol/Pi/min/mg of protein. Data were also
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present over the time and normalized to control (untreated) cells according to
treatments with 1.35 uM (D) and 2.7 uM (E) of Complex 2. Values are presented
as mean * standard deviation, n = 4. Values of P represented for **** (P <

0.0001), *** (P <0.001) and ** (P <0.01) by Dunnet's multiple comparisons test.

Our results show a clear modulation in nucleotide hydrolysis, especially on
ADP, mediated by Complex 2 treatment, which can impact AMP levels. In a
previous study, AMP inhibited cell proliferation and NAD and NADH synthesis in
MCF-7 and MDA-MB-453 BC cells (MAZUREK; MICHEL; EIGENBRODT, 1997).
These data corroborate the results presented here, so that the decrease in
colonies formed may be associated with increased ADP hydrolysis and the
consequent increase in AMP. The most interesting point is that CD39 hydrolyses
both ATP and ADP, and this balance between the hydrolysis of both was not
observed. Furthermore, despite the results indicating higher levels of AMP, we
did not observe increase in AMP hydrolisis and ADO production, widely
considered responsible for leading to TME immunosuppression and contributing
to tumor aggressiveness (FENG; CAIl; ZHU; XING et al., 2020). We suggest,
therefore, that the action of Complex 2 may also occur at the level of purinergic

receptors and, therefore, these will be the next targets to be investigated.

2.4 Complex 2 upregulates ENTPD1 expression in MDA-MB-231
Finally, to determine whether Complex 2 impacts MDA-MB-231 mRNA
levels of ectonucleotidases (ENTPD1, ENTPD2, ENTPD3 and ENTPDS, ecto-5'-
nucleotidase-NT5E) and pro-inflammatory proteins downstream of the signaling

pathway ADO (/L-18, IL-6 and TGF-8), gPCR assays were performed (Figure 3).
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ENTPD1 transcript levels were up-regulated under both treatment
conditions. ENTPD3 expression, in turn, increased only when MDA-MB231 cells
were treated with 1.35 yM of Complex 2. These results corroborate the enzymatic
assay and indicate that Complex 2 can impact the hydrolysis of ATP to ADP or
hydrolysis of ADP to AMP, since ENTPD1 and ENTPD3 are involved in the
hydrolysis of these nucleotides (ZAIB; JAFARI; LANGER et al., 2020). Therefore,
according to the results presented, greater CD39 activity is accompanied by
greater expression of ENTPD1 when MDA-MB231 cells were treated with 2.7 uM

of Complex 2.

Regarding the expression of the other transcripts, none of the treatments at
1.35 or 1.7 yuM showed changes in transcription levels of ENTPD2, ENTPD5 and
NTS5E, which again highlights the ability of Complex 2 to control ADO production
by cells MDA-MB231. Results also indicated that /IL-6 and TGF-f transcripts were
significantly up-regulated in MDA-MB-231 cells after exposure to 1.35 uM
Complex 2 (Figure 3). However, the highest concentration (2.7 uM) did not
indicate significant changes in IL-6 and TGF- expression. IL-6 is a cytokine that
is associated with poor prognosis and metastasis (CHEN; WEI; YANG; HUANG
et al., 2022), and TGF-f3 is associated with resistance to chemotherapy in BC,
both of which can be stimulated by ADO (XU; ZHANG; HE; ZHANG et al., 2018).
Thus, we suggest that the concentration of the metal complex is preponderant for
the desired effects, mainly in tenuous control mechanisms, such as purinergic

signaling.

94



A B C ENTPD3
ENTPD1 ENTPDZ
§ =
15 1.5 0.10
10 | 10
0.5 o = b3 z
% 0.0025 % 0.008 E 0.08
5
E 0.0020 T 2 0.006 o 0.06 T
g - = fre =
8 0.0015 £ . 008 ﬁ 0,04
§ 0.0010 £ 5 i
& 0.0005 & 000 ™
s 0.00
0.0000 — 0.000 T 3
Control 1.35 27 Contrel 1,35 2T e u:nnm:jlsurwlﬂl o
[ — ool -
D E NTSE
ENTPD5S
0.10 2'51
3 1 2 20
o
£ 008 c 18
o B
# 006 ; 1.5
-
2 s 12 il i
# 0.04 it 2 0.9 -
% ' T s
0.00 — 0.0 :
Cantrol 1.35 27 Control 1.35 7
‘Cansandration M) Concantration (M)
G = H -
F IL-1B -6 TGF-f
1.5 1.5 ha
1] < ) |
- g
g *
k] s 1.2 —|_
® 04 ] _E -
E 0.3 - & ok
2 3 - £ 06
e 3 3
0.0 = — 0.0 T
Cantrol 1.35 2.1 Control 1.35 27 Control 1.35 27

Sanoentration (uM}

Concentration ()

Concentratian L]

Figure 3. Relative mRNA levels target genes. (A) Ectonucleoside Triphosphate

Diphosphohydrolase-1
Diphosphohydrolase-2
Diphosphohydrolase-3

Diphosphohydrolase-5

(ENTPD1),
(ENTPD2),
(ENTPD3),

(ENTPD5),

(B)  Ectonucleoside
(C)  Ectonucleoside
(D)  Ectonucleoside

(E) ecto-5-nucleotidase

Triphosphate
Triphosphate
Triphosphate

(NT5E), (F)

Interleukin-1pB (/IL-1B), (G) Interleukin-6 (/L-6) and (H) Transforming growth factor-

B (TGF- B).

95



Values are presented as mean + standard deviation, n = 4. P values represented

by *** (P<0.001) e, ** (P <0.01)and * (P < 0.1).

3. Concludind remarks

Herein we evaluated the cytotoxic effects of novel copper (II) complexes
containing long-chain aliphatic hydrazides and 1,10-phenanthroline against
breast cancer cells. All synthesized copper complexes showed significant
cytotoxicity and selectivity, with Complex 2 being the most promising because of
its potency and superior selectivity. Complex 2 also affected the clonogenic
potential of the MDA-MB-231 cell line though increasing ADP hydrolisis and
upregulating ENTPD1 transcriptional levels. Further studies should be carried out
to unravel the additional mechanism of action of this compound in the purinergic

signalling, as well as to evaluate its effects in vivo.

4. Materials and Methods

4.1 Copper complexes and chemotherapeutics

The copper complexes (Figure 4) and ligands were synthesized and kindly
provided by Dr. Wendell Guerra (Instituto de Quimica, Universidade Federal de
Uberlandia, Campus Santa Ménica, Uberlandia, MG, Brazil). Doxorubicin (DOX)
and docetaxel (DTX) were purchased from Sigma-Aldrich. All compounds were

diluted in DMSO.

96



NO; &

N =
HN™ ™S ,/N

Cu

Figure 4. Structure of copper complexes. In (A) Complex 1, formed by 1,10-
phenanthroline and octanohydrazide, in (B) Complex 2, formed by 1,10-
phenanthroline and decanohydrazide and in (C) Complex 3, formed by 1,10-

phenanthroline and dodecanohydrazide.

4.2 Cell lines and culture

The human breast cancer cell lines MCF7 (luminal breast cancer), MDA-
MB-231 (triple-negative breast cancer), MDA-MB-157 (triple-negative breast
cancer), and MDA-MB-453 (HER2+), and human breast epithelial cell line MCF-
10A (non-tumorigenic) were purchased from American Type Culture Collection
(ATCC, USA). MCF7 was cultured in Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI-1640, Gibco). MDA-MB-231 was cultured in Leibovitz's medium (L-15),

Gibco). MDA-MB-453 and MDA-MB-157 were cultured in Iscove's Modified
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Dulbecco's Medium (IMDM, Gibco). MCF-10A was cultured in Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM F12, Gibco), supplemented with 20 ng/mL EGF
(Gbico), 0.5 pg/mL hydrocortisone (Sigma-Aldrich), and 10 ug/mL insulin (Gibco).
All culture media were supplemented with 10% v/v fetal bovine serum (FBS,
Gibco) and 50 ug/mL gentamicin (Cutilab). The cells were grown at 37 °C, under
humidified and 5% CO2 atmosphere, except MDA-MB-231 cells incubated

without COa.

4.3MTT assay

MCF7 (8.0 x 103 cells/well), MDA-MB-231 (1.5 x 10% cells/well), MDA-
MB-157 (8.0 x 103 cells/well), and MDA-MB-453 (8.0 x 102 cells/well), and MCF-
10A (1.5 x 10* cells/well) were seeded in 96-well plates. The cells were incubated
at 37 °C for 24 h prior to treatments. The culture medium was then removed and
replaced with 150 uL of each copper complexes, ligands, DOX, or DXT solution
at different concentrations (in the range of 0 to 160 pM). All treatments were
performed in appropriate culture media supplemented with 10% v/v FBS. After
24 or 48 h of incubation, MTT (0.5 mg/mL, Invitrogen) was added to the wells (4
hours, 37°C), followed by the removal of the MTT solution, and the addition of
200 pL/well of DMSO (Sigma-Aldrich) to solubilize the formazan. Absorbance
was measured at 570 nm in a microplate reader (Thermo Plate, TP-Reader). The
percentage of cell viability was calculated relative to cells treated with the vehicle

(0.5% DMSO), considered as 100% of viable cells.

4.4 Scratch Assay (Wound-Healing)
MDA-MB-231 cells were firstly seeded at 2.0 x 10% cells per well in 12-
well plates in order to obtain 80 - 90% confluence. Then, a scratched area was

created using a sterile 200 uL pipette tip on 90% confluence, the wells were
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washed with PBS to remove undetached cells and photographed under an
inverted microscope KXD204PH (KOZ-004). Then, the cells were incubated for
24 and 48 h in complete growth medium, and in the presence of Complex 2 at
3.35 or 6.7uM. The cell migration into the wound surface was photographed at
the end of treatments. The wound area in the images was determined in ImageJ
free software. The degree of scratch overgrowth was assessed by calculating the
remaining cell-free area compared with the initial scratched area, in samples and

in controls treatments, using the formula (F1):
F1: % migration = (100* (AtO-tA))/MCtA, in which:

AtO-tA = Variation in wound width between initial time (t0) and the final

time analyzed (24 or 48h).
MCtA = average of the control (untreated cells) to AtO-tA.

4.5 Clonogenic assay

MDA-MB-231 cells were plated at a density of 5.0 x 102 cells per well in
6-well plates and incubated for 24 h prior to the treatments. Then, the cells were
treated with Complex 2 at 3.35 or 6.7uM for 24 or 48 h. After treatments, the
medium was changed, and the cells were cultured for 14 days. The colonies
formed were then washed with PBS, fixed with formaldehyde 4% v/v and then in
methanol for 20 min. The colonies were stained with crystal violet solution (0.5%
v/v) and photographed using L-Pix (Loccus Biotecnologia). To quantify the
number of colonies in each well, they were treated with 0.3 mL of acetic acid 33%
and 0.1 mL of this solution was transferred to 96-well plates. The absorbance
was determined at 570 nm in a microplate reader (Thermo Plate, TP-Reader).

The quantitative determination of colony formation was calculated in relation to
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the cells incubated with complete medium without treatment, considered as 100%

of colony formation.

4.6 ATP, ADP, and AMP hydrolysis assay

Measurement of ATP, ADP, and AMP hydrolysis was performed as
described previously in our work (DA SILVA; DE MELO NETO; MARTINS; DE
SOUSA CARDOSO et al., 2022). Briefly, MDA-MB-231 cells were plated at a
density of 2.0 x 10° cells per well in 24-well plates and treated with Complex 2 at
2.7 or 1.35 uM for 12 or 24 or 48h. After, cells were washed three times with a
reaction mix containing 2.0 mM CacClz, 120.0 mM NaCl, 5.0 mM KCI, 10.0 mM
Glucose, and 20.0 mM Hepes, pH 7.4, at 37°C, and incubated with 20.0 mM ATP,
ADP, or AMP prepared in the reaction mix. After 20 min, the reaction was stopped
by transferring a 0.2 mL aliquot to a tube containing 0.2 mL of 10% m/v cold
trichloroacetic acid (TCA), and then 1.0 mL of malachite reagent was added to
each tube. Inorganic phosphate (Pi)released was measured at 630 nm. After
reaction, cells were solubilized in 100 pL of NaOH (1.0 M), and subsequently
frozen for 24 h. Finally, an aliquot was collected, and protein concentration was
measured using the Bradford assay 1976 (BRADFORD, 1976). Enzyme activity

was expressed in nmol of Pi released/minute/milligram of protein.

4.7qPCR analysis
Total RNA was extracted from MDA-MB-231 cells treated Complex 2 at
2.7 or 1.35uM for 48h using Trizol Reagent (Invitrogen), according to
manufacturer instructions. The concentration, purity, and integrity of each sample
was checked spectrophotometrically in a Nanodrop 1000 (TermoFischer) and in
1.5% agarose gel. Then, cDNA was synthesized using the M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. gqPCR
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was performed in a StepOnePlus System (Applied Biosystems) using Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) also according to the
supplier's protocols. The targeted genes analyzed were interleukin-1 (/L-1),
interleukin-6 (/L-6), Transforming growth factor-beta (TGF-B), Ectonucleoside
Triphosphate Diphosphohydrolase-1 (ENTPD1), Ectonucleoside Triphosphate
Diphosphohydrolase-2 Ectonucleoside

(ENTPD2), Triphosphate

Diphosphohydrolase-3 (ENTPD3), Ectonucleoside Triphosphate
Diphosphohydrolase-5 (ENTPDS5), ecto-5-nucleotidase (NT5E), which were
normalized by B-2-microglobulin (32M) expression. Details of the primers used

are described in Table 3. The gene expression was obtained using the

comparative Cq method after optimization of the standard comparative curve.

Table 3: Primers used in the relative quantification of the evaluated genes.

Gene Forward primer Reverse primer
B2M 5'CCTGCCGTGTGAACCATGT3’ 5'GCGGCATCTTCAAACCTCC3’
IL-18 5’ ACAGGATATGGAGCAACAAGTGG3’ 5" GGGCTTATCATCTTTCAACACGC3’
IL-6 5"GATTCCAAAGATGTAGCCGCC3”’ 5’ ATTTTCACCAGGCAAGTCTCCTC3’
TGF-B 5"GTACCTGAACCCGTGTTGCTC3’ 5'CAGGAATTGTTGCTGTATTTCTGG3’
ENTPD1 5 TGTGGTGGAGAGGAGCCTCA3Z’ 5'GCTGAACCACCTTGTTTTCTGAC3’
ENTPD2 5 TGCTGGAGAACTTCATCAAGTACGS3’ 5'CAAAAGTGATCTGGGTAGAGGCAC3’
ENTPD3 5'CTCCCTCCAGGACTGAAGTATGG3’ 5"GCATACACTCCTCAAAGGCTCTG3’
ENTPD5 5'CAAGGCTCTGCTCTTTGAGGTAA3’ 5'CGTGATTTGGGTGGAGGCT3’
NT5E 5 CTCATCGCTCAGAAAGTGAGGG3’ 5 TTGGAAGGTGGATTGCCTGT3’

4.8 Statistical analysis

All data were expressed as mean * standard deviation obtained from the

experiments. Data were analyzed by Student’s t test or one-way ANOVA with a

Tukey—Kramer or Dunnet post-tests. The statistical significance was considered
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significant when p < 0.05. Half of the maximum inhibitory concentration (ICso0) was
calculates using non-linear regression and selectivity index was calculated by the
ratio between the |Cso values corresponding to the non-tumor cell lineage (MCF-
10A) and the ICso values corresponding to the BC cell lines. GraphPad Prism (v.
7.0) (GraphPad, SanDiego, CA, USA) was used to perform all the statistical

analyses.
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Supplementary figure

MTT viability assay to determine cell viability of MCF-10A, MCF7, MDA-MB-
231, MDA-MB453 and MDA-MB-157 cells after exposure to varying
concentrations of compounds Complex 1-3, 1.25 -160 pM, and the
chemotherapy drugs Doxorubicin and Docetaxel, 0.002048 — 160 uM, for 24 to
48 hours.
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