UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
CURSO DE GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ANA LIGIA UBALDINO

CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS E DAS VIAS
ONCOGENICAS MODULADAS POR NOVOS COMPOSTOS DA CLASSE DOS
BENZOTIAZOIS EM CELULAS TUMORAIS MAMARIAS

PATOS DE MINAS - MG
JULHO DE 2026



ANA LIGIA UBALDINO

CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS E DAS VIAS
ONCOGENICAS MODULADAS POR NOVOS COMPOSTOS DA CLASSE DOS
BENZOTIAZOIS EM CELULAS TUMORAIS MAMARIAS

Monografia apresentada ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia como requisito final para
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia

Orientadora: Profa. Dra. Thaise Gongalves
de Araujo

Coorientador: Dr. Raoni Pais Siqueira

PATOS DE MINAS - MG
JULHO 2026



ANA LIGIA UBALDINO

Caracterizacao das atividades bioldgicas e das vias oncogénicas moduladas por
novos compostos da classe dos benzotiazois em células tumorais mamarias

Monografia apresentada ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal
de Uberlandia como requisito final para
a obtencdo do titulo de Bacharel em
Biotecnologia

Banca examinadora:

Profa. Dra. Thaise Gongalves de Aratjo - Instituto de Biotecnologia - UFU
Presidente

MSec. Gislaine Gongalves Rocha - Instituto de Biotecnologia - UFU
Membro

Dra. Hebréia Oliveira Almeida Souza - Instituto de Biotecnologia - UFU
Membro

Patos de Minas, 22 de julho de 2026



AGRADECIMENTOS

A conclusdo deste trabalho representa o encerramento de uma etapa importante e
muito feliz de minha vida, marcada por desafios, aprendizados e pelo crescimento pessoal
e profissional. Por isso, gostaria de expressar minha gratidao a todos que contribuiram,
direta ou indiretamente, para que este momento fosse possivel.

Primeiramente, agradeco a Deus e ao meus pais, pelo apoio incondicional,
incentivo ¢ compreensdo durante todos os momentos dessa caminhada. Obrigada por
acreditarem em mim, por todo amor, por me incentivarem a seguir meus sonhos € por me
darem forgas para continuar mesmo diante das dificuldades. Como uma dedicatéria de
um livro que representa aquilo que vocés significam para mim: “A minha mée, que me
ensinou a sonhar, € a0 meu pai, que me ajudou a realizar meus sonhos.” Estendo meus
agradecimentos a toda a minha familia, em especial @ minha avd Célia, por estar presente
em cada etapa dessa caminhada, oferecendo apoio, carinho e incentivo. Agradego por
nunca ter hesitado em me ajudar a alcangar meus objetivos e por sempre acreditar em
mim.

Agradeco imensamente a minha orientadora Dr*® Thaise, pela dedicacao,
paciéncia, confianga logo no primeiro ano de faculdade, e por todos os ensinamentos
compartilhados ao longo do desenvolvimento deste trabalho. Sua orientacdo foi essencial
para minha formacao cientifica e para a constru¢cdo deste projeto. Ao coorientador Dr.
Raoni, por todo cuidado e atengdo durante todos aqueles meses no laboratorio e por
ensinar e estar presente a cada etapa do caminho.

Agradeco também a todos os integrantes do laboratério e aos colegas, em especial
André e Gislaine que fizeram parte dessa trajetoria, pela colaboracao, pelos momentos de
aprendizado, pelas discussdes cientificas e pelo apoio durante a realizacdo dos
experimentos.

Agradego as minhas colegas de sala e melhores amigas, Cristal, Julia e Gabriela,
por terem caminhado ao meu lado durante essa trajetdria, sempre oferecendo apoio,
incentivo e acolhimento nos momentos mais desafiadores. A presenca de vocé€s tornou
essa jornada mais leve e especial, e sou grata por todas as experiéncias € momentos
compartilhados.

Dedico um agradecimento ainda mais especial a minha parceira de laboratdrio e
de vida, Cristal. Sem vocg, esses anos certamente nao teriam sido os mesmos. Obrigada
por toda a ajuda e por estar presente tanto nos momentos de trabalho no laboratério quanto
nos momentos em que precisei de apoio fora dele. Obrigada por me ouvir, me incentivar
e tornar essa caminhada muito mais significativa.

A Universidade Federal de Uberlandia, Capes, CNPq, Fapemig, e FINEP, pelo
apoio financeiro e a todos os professores que contribuiram para minha formagao, deixo
meu reconhecimento e gratidao pelos conhecimentos transmitidos e pelas oportunidades
proporcionadas ao longo da graduagao.

Agradeco a todos meus amigos, que estiveram presentes durante essa jornada,
tornando essa fase muito especial.

Por fim, agradego a todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagao
deste trabalho. Cada ensinamento, palavra de incentivo e gesto de apoio teve importancia
para que eu chegasse até aqui.

Muito obrigada.



RESUMO

O cancer de mama ¢ a neoplasia maligna mais incidente em mulheres no mundo, sendo
o subtipo molecular triplo-negativo o mais agressivo ¢ desafiador. O cancer de mama
triplo-negativo nao expressa receptores hormonais nem o receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano, o que restringe as opgdes terapéuticas a
quimioterapia ¢ a radioterapia. Contudo, a eficacia desses tratamentos ¢ limitada,
evidenciando a necessidade de novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto,
compostos derivados do benzotiazol t€ém despertado crescente interesse devido as suas
multiplas propriedades biologicas, incluindo efeitos anti-inflamatorios. Este estudo
objetivou avaliar o potencial de oito compostos dessa classe no controle de células de
cancer de mama. As linhagens celulares ndo tumorais HFF (fibroblasto) e MCF-10-A
(mama) e as tumorais MCF-7 (cancer de mama luminal) e MDA-MB-231 (cancer de
mama triplo-negativo) foram cultivadas e tratadas com os oito compostos em
diferentes concentragdes. Inicialmente, foi realizado o ensaio de citotoxicidade por
MTT como estratégia de triagem para selecionar o composto com maior potencial
antitumoral. A partir dos resultados obtidos, o composto 3 destacou-se por apresentar
maior atividade citotoxica, com IC50 = 19,34 uM apods 48 horas de tratamento das
células MDA-MB-231, além de significativa seletividade (IS > 2). Com base nesses
resultados, os experimentos subsequentes de clonogenicidade, migra¢do horizontal e
expressao génica por qPCR foram conduzidos utilizando as concentragdes de 9,67 uM
(IC50/2) e 4,84 uM (IC50/4) por 48 horas. O tratamento promoveu inibi¢do da
clonogenicidade e da migracdo celular. Por fim, os ensaios de qPCR revelaram
alteracdes na expressao dos transcritos de IL1PB, TGFB e CDHI, evidenciando o
potencial do composto 3 em interferir em processos relacionados a transicao epitélio-
mesenquimal. Os resultados demonstram o potencial dos derivados de benzotiazol no
tratamento oncologico, com destaque para o composto 3 como um candidato promissor
para o controle do cancer de mama triplo-negativo, embora estudos adicionais sejam
necessarios para elucidar seus mecanismos de agdo e validar sua eficacia em modelos
pré-clinicos.

Palavras-chave: Benzotiazol. Cancer de mama triplo-negativo. Citotoxicidade.
Expressao génica.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequently diagnosed malignancy among women worldwide,
with triple-negative breast cancer representing the most aggressive and therapeutically
challenging molecular subtype. TNBC lacks the expression of hormone receptors and
human epidermal growth factor receptor 2, limiting treatment options primarily to
chemotherapy and radiotherapy. However, the effectiveness of these therapies remains
limited, highlighting the need for the development of new therapeutic strategies. In this
context, benzothiazole derivatives have attracted increasing interest due to their diverse
biological properties, including anti-inflammatory activity. This study aimed to evaluate
the potential of eight benzothiazole-derived compounds to control breast cancer cells.
The non-tumor cell lines HFF (fibroblasts) and MCF-104 (mammary epithelial cells),
as well as the tumor cell lines MCF-7 (luminal breast cancer) and MDA-MB-231 (triple-
negative breast cancer), were cultured and treated with the eight compounds at different
concentrations. Initially, an MTT assay was performed as a screening strategy to
identify the compound with the greatest antitumor potential. Based on the results,
compound 3 exhibited the highest cytotoxic activity, with an IC50 of 19.34 uM after 48
h of treatment of MDA-MB-231 cells, in addition to significant selectivity (SI > 2).
Therefore, subsequent clonogenic, wound healing, and quantitative PCR (qPCR) assays
were performed exclusively with compound 3 at concentrations of 9.67 uM (IC50/2) and
4.84 uM (IC50/4) for 48 h. Treatment with compound 3 inhibited clonogenicity and cell
migration. Furthermore, gPCR analysis revealed changes in the expression of IL1p,
TGFp, and CDHI, indicating the potential of compound 3 to interfere with processes
associated with epithelial-mesenchymal transition. These findings demonstrate the
potential of benzothiazole derivatives as anticancer agents, particularly compound 3 as
a promising candidate for the treatment of triple-negative breast cancer. Nevertheless,
further studies are required to elucidate its mechanisms of action and validate its
efficacy in preclinical models.

Keywords: Benzothiazole. Triple-negative breast cancer. Cytotoxicity. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do cancer

O cancer ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo. Trata-se de uma
doenca complexa que pode afetar diferentes tecidos e decorre da proliferagdao
descontrolada de células transformadas com capacidade invasiva. A compreensdo das
alteragdes moleculares dessa doenga tem evoluido consideravelmente, gragas aos avangos
na tecnologia de sequenciamento genético e na andlise de grandes conjuntos de dados
bioldgicos. A identificacdo de mutacdes em genes especificos, como os oncogenes € 0s
genes supressores de tumor, tem sido fundamental para determinar a origem e a
progressdo dessa doenga. As vias de sinalizagdo celular responsaveis pelo controle de
processos como crescimento, proliferagdo, apoptose, invasdo, migragdo e senescéncia
encontram-se alteradas e sdo extensivamente descritas na literatura (Mostafa, et al.,
2021).

Ademais, a interacdo entre as células tumorais ¢ seu microambiente vem sendo
estudada, de modo que diferentes sinais possam afetar o ambiente ao redor da lesdo,
promovendo a angiogénese e o escape do sistema imunoldgico (Wang, 2018).
Finalmente, eventos epigenéticos, como a metilagdo do DNA e as modificagdes das
histonas, também impactam diretamente o funcionamento celular e compdem alteragdes
epigenéticas igualmente preponderantes nesse cenario (Wang, ef al., 2023).

Tumores malignos afetam gravemente pacientes e familiares de forma geral. Por
essa razao, 6rgaos governamentais desempenham um papel critico ao financiar pesquisas,
implementar politicas de prevengao e controle, regulamentar o desenvolvimento de novas
terapias e fornecer assisténcia financeira e médica aos pacientes. Agéncias como o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), no Brasil, e o National Cancer Institute (NCI), nos
Estados Unidos, destacam-se por suas importantes iniciativas na area oncoldgica
(Rowland, et al., 2019). Esses 6rgaos colaboram entre si por meio do compartilhamento
de conhecimentos e recursos, coordenando esforcos globais para prevenir e tratar o
cancer. Assim, contribuem para ampliar o acesso a tratamentos e cuidados de qualidade
para os pacientes.

E valido ressaltar que, durante o tratamento de cancer, a familia pode sofrer com

problemas econdmicos, psicoldgicos e/ou sociais. A perda de emprego e renda, efeitos
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adversos persistentes e necessidade continua de cuidados médicos sdo alguns exemplos.
O estigma associado pode resultar em isolamento social e discriminagao, sendo o estresse
psicolédgico evidente, exigindo acompanhamento por profissionais (Salci; Marcon, 2011).
Nesse contexto, os gastos em oncologia, especialmente para o Sistema Unico de Satde
(SUS), sao elevados. O tratamento de cancer envolve custos substanciais em rastreio,
vigilancia, exames diagndsticos, cirurgias, quimioterapia, radioterapia, medicamentos,
controle de sintomas e acompanhamento pos-tratamento (ALZEHR, et al., 2022). Esse
quadro ¢ ainda mais grave apos a pandemia de COVID-19. Nesse periodo, houve a
redugdo de consultas oncoldgicas, uma vez que os hospitais se dedicaram ao tratamento
dos infectados (Ashbury, 2021). Diante do isolamento social, pacientes pararam de
procurar atendimento, o que impactou nos dados epidemioldgicos, com redugo de cerca
de 15.000 diagnoésticos mensais de cancer em 2020 (Caminha, 2021). Portanto, o nimero
de casos avancados aumentou substancialmente, piorando o progndstico dos pacientes.
Vale ressaltar que o virus Sars-Cov2 afeta o sistema imunologico, sendo necessario
redobrar o cuidado com os pacientes oncologicos (Ullah, ef al., 2023)

De acordo com o INCA, estima-se que o Brasil apresente aproximadamente 781
mil novos casos de cancer por ano no triénio de 2026 a 2028, considerando todos os tipos
de neoplasias, incluindo o cancer de pele ndo melanoma. Quando excluidos esses casos,
a estimativa corresponde a cerca de 518 mil novos pacientes anuais. Em relagdo a
mortalidade, dados recentes indicam a ocorréncia de aproximadamente 244 mil dbitos por
cancer no pais no ano de 2022. No que se refere a incidéncia, destacam-se o cancer de
mama (CM) feminino e o cancer de prostata como os mais frequentes, seguidos pelo
cancer colorretal, de pulmao, de estdmago e do colo do ttero (INCA, 2026).

Os fatores de risco para o cancer sdo diversos. Entre os fatores comportamentais
destacam-se o tabagismo, de modo que a exposicao a produtos quimicos danifica o DNA
(Hecht; Hatsukami, 2022). O consumo excessivo de alcool também € preocupante, sendo,
inclusive, um desregulador hormonal. Uma dieta inadequada, especialmente quando ¢
rica em alimentos processados, gorduras saturadas e aglcares, mas pobre em frutas,
vegetais e fibras esta associada ao desenvolvimento da doenga. A falta de atividade fisica
regular também impacta esse cenario, pois pode levar a obesidade, resisténcia a insulina
e inflamagdo cronica. Além disso, a exposicdo a carcindgenos ambientais, como
poluentes atmosféricos e radiacdo UV, também pode aumentar a chance de o individuo

apresentar a doenca. (Cruz, ef al., 2022).
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1.2 Cancer de Mama

O CM ¢ definido, de forma geral, como o crescimento descontrolado e anormal
de células transformadas nos tecidos mamadrios. A glandula mamaria (Figura 1),
comumente conhecida como mama, desempenha um papel vital na amamentagao, sendo
composta por tecido glandular, tecido adiposo e uma rede complexa de ductos e vasos
sanguineos. O seu desenvolvimento tem inicio durante a embriogénese e, conforme genes
especificos envolvidos na proliferagcdo e diferenciacdo das células epiteliais sao
expressos, os ductos e os lobulos sao formados para uma futura producao e secre¢ao de
leite (Srivastava, et al., 2020)

Os hormonios estrogénio, progesterona e prolactina estdo associados a sua
formag¢do e funcionamento. O estrogénio estimula a ramificacdo dos ductos mamarios,
sendo responsavel pelo desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios femininos
durante a puberdade, como o aumento das mamas, o alargamento dos quadris ¢ o
crescimento dos pelos pubianos e axilares. Ademais regula o ciclo menstrual, estimulando
o revestimento uterino durante a primeira metade do ciclo, de modo a trona-lo receptivo
para implantacdo de um 6vulo fertilizado. Além disso, contribui para a manutengdo da
saude oOssea, regula os niveis de colesterol no sangue ¢ mantém a saude vaginal e
urogenital, ajudando a prevenir problemas como a osteoporose € a incontinéncia urinaria
(Patel, et al., 2018)

Por outro lado, a progesterona prepara os alvéolos para a produgdo de leite e o
utero para a gravidez, sendo liberada durante a segunda metade do ciclo menstrual para a
implantacao do ovulo fertilizado. No caso de gravidez, a progesterona ¢ o que mantém o
revestimento uterino e fornece suporte a0 embrido em crescimento, suprimindo o sistema
imunoldgico materno para evitar a rejeicdo do feto. Ja a prolactina estd relacionada a
amamentac¢ao, estimulando a produgdo de leite materno (Camilletti, ez al., 2019).

Os ductos e 16bulos mamarios sao compostos por células epiteliais especializadas,
responsaveis pela produgdo e transporte de secregdes glandulares. As células
mioepiteliais, que envolvem os acinos glandulares e os ductos, possuem uma fungdo
contratil essencial, ajudando a expelir o contetido secretado, como o leite materno durante
a lactagdo. Além dessa fung¢do primdria, essas células desempenham um papel
fundamental na sustentacdo e organizacdo do 6rgdo, contribuindo para a manutencao da

integridade estrutural da mama. Elas interagem com a matriz extracelular e influenciam
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o comportamento das células epiteliais, regulando processos como a proliferagao,

diferenciagdo e apoptose celulares (Balachander, et al., 2015).

Figura 1 - Representagdo da morfologia e histologia da mama
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A glandula mamaria pode ser acometida por diferentes doengas, incluindo
condi¢des benignas e malignas. Entre as doengas benignas mais comuns estdo os cistos
mamarios compostos por estruturas ovais que acumulam liquido, e o fibroadenoma,
formado por tecido glandular e conjuntivo. Além disso, a mastite, uma inflamacdo da
glandula frequentemente associada a amamentagdo, também pode ocorrer. Contudo,
alteragcdes malignas sdo as mais preocupantes (Barron; Bermejo; Castro, 2023).

O CM ¢ o0 mais comum entre as mulheres em todo o mundo, embora também possa
ser detectado em homens, em menor frequéncia. Acomete ductos e Idbulos,
permanecendo restrito ao 6rgao ou podendo atingir outras partes do corpo através do
sistema linfatico ou pela corrente sanguinea, em um processo conhecido como metastase
(Macias, Hinck 2012). Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC)
e a World Health Organization (WHO), estima-se que aproximadamente 2,3 milhdes de
novos casos de CM tenham sido diagnosticados em todo o mundo em 2022,
correspondendo a cerca de 11,6% dos casos em ambos 0s sexos, 0 que 0 posiciona como

o segundo mais incidente globalmente. No que se refere a mortalidade, estimativas mais
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recentes indicam que ocorreram cerca de 670 mil 6bitos por CM no mesmo periodo,
evidenciando a elevada carga da doenca em escala mundial (IARC/OMS, 2024-2025)
Diversos fatores como sexo, idade, historico familiar, mutagdes, ambiente e estilo
de vida estdo envolvidos no surgimento do CM. O sexo € um fator determinante, ja que a
doenc¢a ¢ mais comum em mulheres devido a influéncia dos horménios femininos. A
idade também ¢ relevante, pois o risco aumenta com o avan¢o dos anos, especialmente
apods os 50, uma vez que, com o tempo, as células passam por mais divisdes e estdo
expostas a fatores ambientais danosos ao DNA. O histérico familiar € outro aspecto a ser
considerado, pois individuos com parentes de primeiro grau diagnosticados com a doenga
apresentam maior predisposi¢do, muitas vezes associada a mutagdes genéticas
hereditarias, como nos genes BRCAI (do inglés, Breast cancer gene 1) ¢ BRCA2 (do
inglés, Breast cancer gene 2). Estes sdo supressores tumorais, atuando no sistema de
reparo a danos no DNA. Quando mutados hd um acimulo de mudangas genéticas

herdéveis que podem impulsionar o surgimento de tumores (Trusler; Goodwin; Laslett,

2020). Nesse contexto, torna-se essencial compreender nao apenas os aspectos biologicos
do CM, mas também as estratégias de diagnéstico e estadiamento, fundamentais para a

definicao do progndstico e da abordagem terapéutica.
1.2.1 Diagnostico e estadiamento

A deteccao precoce do CM ¢ fundamental. De fato, as taxas de sobrevivéncia tém
aumentado ao longo dos anos, gragas aos avangos no diagnostico e nas estratégias de
tratamento (Wilkinson; Gathani, 2022). O diagnostico envolve um conjunto diversificado
de abordagens clinicas, tecnoldgicas e laboratoriais. A mamografia ¢ a técnica mais
utilizada, sendo prescrita para mulheres a partir dos 50 anos de idade, ou mais cedo, caso
apresentem um alto risco de desenvolver a doenga. Contudo, a confirmagao acontece apos
a realizacdo da bidpsia do tecido e analise por patologistas (Mcdonald, et al. 2016).

Histologicamente, os tumores mais comuns sdo ductal invasivo e o lobular
invasivo, ambos com caracteristicas distintas. O cancer ductal invasivo é o mais
frequente, representando cerca de 70-80% dos casos. Esses tumores originam-se nos
ductos mamarios, responsaveis pelo transporte do leite, ¢ podem se espalhar para os
tecidos proximos. Tendem a formar massas bem definidas, com células que invadem o

estroma mamario. J4 o cancer lobular invasivo tem origem nos lobos, responsaveis pela
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producdo do leite, e representa cerca de 10-15% dos casos. Esse tipo tende a crescer de
forma mais difusa, com infiltragdo em varias dire¢des, o que pode dificultar a deteccdo
precoce, pois, em geral, ndo forma uma massa palpavel. (Chamalidou, et al., 2021)

Os patologistas também avaliam o grau histologico, determinando o quao
diferentes as células cancerosas sdo das normais quando vistas em um microscopio. O
sistema de graduacao histologica de Nottingham, também conhecido como Elston-Ellis,
¢ amplamente utilizado na avaliagdo de carcinomas mamadrios invasivos e baseia-se na
analise de trés parametros morfologicos: formagao tubular, pleomorfismo nuclear e indice
mitdtico. Cada um desses critérios recebe uma pontuagdo de 1 a 3, e a soma final
(variando de 3 a 9 pontos) determina o grau histolégico do tumor. (Elston; Ellis, 1991)

O grau I, correspondente a 3 a 5 pontos, ¢ caracterizado por elevada formagao
tubular, baixo grau de pleomorfismo nuclear, com nucleos relativamente uniformes, e
baixa atividade mitotica, refletindo um crescimento tumoral mais lento e melhor
prognéstico. O grau II, com pontuagdo entre 6 e 7, apresenta caracteristicas
intermediarias, incluindo formacao tubular entre 10% e 75%, pleomorfismo nuclear
moderado e indice mitdtico intermedidrio, indicando comportamento biologico também
intermediario. J& o grau I, com 8 a 9 pontos, evidencia baixa ou ausente formacao
tubular (menos de 10%), acentuado pleomorfismo nuclear, com nucleos grandes e
irregulares, e elevada taxa mitdtica, sendo associado a maior agressividade tumoral,
crescimento acelerado e pior prognostico clinico (Makki, 2015)

O sistema TNM também ¢ adotado, o qual analisa o tamanho do tumor (T), se
atingiu linfonodos préximos (N) e se comprometeu outros 6rgaos, no caso de metéstase
(M), definindo cinco estagios (Benitez Fuentes, et al, 2024). O estagio 0, também
chamado de carcinoma in situ, engloba tumores ndo invasivos, em que as células
cancerigenas permanecem confinadas aos ductos/l6bulos mamarios. No estagio I, o tumor
¢ pequeno, medindo até 2 cm, e permanece restrito & mama, com pouco ou nenhum
envolvimento dos linfonodos axilares. O estagio Il abrange tumores entre 2 € 5 cm ou
com acometimento limitado dos linfonodos, mas sem sinais de disseminacdo para outros
locais. J& o estagio III, considerado localmente avangado, inclui tumores maiores que 5
cm ou com comprometimento significativo dos linfonodos axilares e estruturas proximas,
como a parede toracica ou a pele, embora ainda sem metastases distantes. No estagio [V,
0o CM ¢ classificado como metastatico, pois ja se espalhou para 6rgaos como pulmades,
figado, ossos ou cérebro, sendo a forma mais grave da doenca (Hortobagyi; Edge;

Giuliano, 2018). Desde a oitava versao da classificacao da AJCC, o estadiamento do CM
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também considera a expressdo de receptores hormonais de estrogénio (ER) e
progesterona (PR), além do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) e da taxa de crescimento das células, através do marcador Ki-67, pois impactam
diretamente no tratamento a ser adotado (Teichgraeber; Guirguis; Whitman, 2021).

De fato, cada subtipo de CM apresenta suas proprias caracteristicas biologicas que
influenciam o progndstico e a resposta as diferentes abordagens disponiveis. Por essa
razdo, entender essas caracteristicas, ndo somente histologicas, mas também moleculares,

¢ essencial para o manejo clinico, impactando a sobrevida dos pacientes.

1.2.2 Classifica¢ao molecular

Atualmente, as caracteristicas moleculares dos tumores também sdo analisadas
(Calvo, et al. 2018). Um marcador biomolecular ¢ uma molécula biologica que pode ser
medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos normais, processos
patolégicos ou resposta a uma determinada terapia. Esses marcadores podem ser
proteinas, dcidos nucleicos, carboidratos ou metabolitos, cujas alteragdes estdo associadas
a condigdes especificas. Desempenham um papel fundamental na medicina de precisao,
permitindo a detecgdo precoce, diagnostico preciso, estratificagcdo de pacientes,
monitoramento de progressao da doenga e avaliacao da resposta ao tratamento. No CM,
os principais sdo RE, RP, HER2 e Ki-67, sendo que, clinicamente, sdo adotados quatro
subtipos moleculares principais: Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido e Triplo-
negativo (Figura 2) (Tsang; Tse, 2019).

O subtipo Luminal A ¢ o mais comum e apresenta um prognostico favoravel. Ele
¢ caracterizado pela expressdo RE e RP e Ki67 < 14%. Geralmente, responde a terapia
hormonal e possui menor risco de recorréncia (Gao; Swain, 2018). J4 o Luminal B
também expressa receptores hormonais, mas apresenta maior indice proliferativo (Ki 67
> 14%) e, em alguns casos, pode expressar HER2. Esse subtipo possui comportamento
mais agressivo em comparacdo ao Luminal A. O tratamento pode incluir terapia
hormonal, quimioterapia e, se HER2-positivo, terapia-alvo com anticorpos anti-HER2
(Ades, et al. 2014)

O HER2-enriquecido ¢ caracterizado pela superexpressdao da proteina HER2 e
pela auséncia de receptores hormonais. Apresenta maior taxa de proliferagdo celular,

aumentando o risco de metastase. No entanto, avancos no tratamento com anticorpos
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monoclonais, como o trastuzumabe, melhoraram significativamente a sobrevida das
pacientes com esse subtipo (Asif, et al. 2016)

O CM triplo-negativo (CMTN) ¢é o subtipo mais desafiador e agressivo,
representando cerca de 10% a 20% dos casos. Ele se caracteriza pela auséncia RE, RP e
HER2. O CMTN tem um crescimento rapido, alta taxa de proliferacao celular e maior
probabilidade de metastase, especialmente para 6rgaos como pulmdes e cérebro. Além
disso, esta frequentemente associado a mutagdes no gene BRCAI, o que reforga sua

natureza agressiva (Roy, et al. 2023).

Figura 2 - Principais subtipos moleculares do CM e percentual de ocorréncia.

» Receptores hormonais (ER+/PR+)
+ HER2-

* Baixa proliferacio (Ki-67 baixo)

+ Melhor prognéstico

Luminal A (~40%)

» Receptores hormonais (ER+PR+)
. « HER2+ ou HERZ-

Luminal B (-20%) » Alta proliferagio (Ki-67 alto)

¢ Progndstico intermediario

. I_[ERz_

. . + ER-ePR-

HER2-enriquecido (~10-15%)  Agressivo, mas responsivo a terapias anti-
HERz

* ER-, PR-, HER2-
» Alra agressividade

* Pior prognostico

» Poucas opcdes terapéuticas

Triplo Negativo (~15-20%)

ER (Estrogen Receptor): Receptor de estrogénio; PR (Progesterone Receptor): Receptor de
progesterona; HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2): Receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano; Ki-67: Proteina marcador de proliferagdo celular; ER+ / PR+:
Presenga dos receptores hormonais (positivo); ER- / PR-: Auséncia dos receptores hormonais

(negativo); HER2+: Superexpressdo do HER2 ¢ HER2-: Sem superexpressao do HER2

Fonte: Autoria propria — adaptado de biorender

O CMTN apresenta elevada heterogeneidade molecular e biologica, caracteristica
que contribui diretamente para sua agressividade clinica e para a variabilidade de resposta
aos tratamentos. Estudos de perfil transcriptomico demonstraram que esse subtipo nao
constitui uma doenca uUnica, podendo ser classificado em diferentes subgrupos

moleculares, como basal-like, mesenquimal, imunomodulador e luminal receptor de
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androgeno (LAR), cada um associado a padroes distintos de expressao génica, ativagao
de vias de sinaliza¢do e comportamento tumoral. O subtipo basal-like, por exemplo, esta
frequentemente relacionado a alta proliferagdo celular e a expressao de genes associados
ao ciclo celular e mutagdes em genes de reparo de DNA, enquanto o subtipo mesenquimal
apresenta maior associagdo com processos de migracao, invasao e transi¢cdo epitélio-
mesenquimal. J& o subtipo imunomodulador caracteriza-se pela expressdo aumentada de
genes ligados a resposta inflamatoria e a atividade imune tumoral (Carvalho, et al., 2025).
Finalmente, o subtipo LAR caracteriza-se pela elevada expressdo do receptor de
androgeno e de genes relacionados ao metabolismo hormonal e a sinalizagdo esteroidal.
Embora represente uma parcela menor dos casos de CMTN, esse subtipo apresenta
caracteristicas biologicas distintas dos demais, incluindo menor taxa proliferativa e
comportamento clinico relativamente menos agressivo em alguns pacientes. (Lehmann,
etal.,2011)

Além disso, o CMTN apresenta elevada instabilidade gendmica e alteragdes em
importantes vias de sinalizagao celular, como PI3K/AKT/mTOR (Lehmann et al., 2016).
Pacientes com CMTN possuem maior risco de recidiva precoce, geralmente nos primeiros
anos apos o diagndstico, e menor sobrevida global quando comparado aos demais
subtipos, reforcando a necessidade de desenvolvimento continuo de estratégias

terap€uticas mais eficazes.

1.2.3 Tratamentos e suas limitacoes

O tratamento do CM ¢ definido conforme diagnoéstico, estadiamento, classificagao
molecular e histdrico clinico do paciente. Dessa forma, o regime a ser adotado ¢
individualizado, visando maior efic4cia e melhor progndstico. Nesse contexto, a cirurgia
pode ser a primeira estratégia, especialmente em estagios iniciais da doenca ou quando o
tumor se encontra em regioes de facil acesso. Esse procedimento consiste na remog¢ao do
tecido tumoral podendo ou ndo ser conservador. Portanto, em casos nos quais ha
comprometimento de estruturas adjacentes, pode ser necessaria a reavaliacdo da conduta
clinica (Al-Hilli; Wilkerson, 2021). No CMTN, a abordagem cirdrgica segue principios
semelhantes, porém frequentemente ¢ precedida por quimioterapia neoadjuvante, devido
ao comportamento mais agressivo desse subtipo e a maior probabilidade de doenca

sistémica precoce.
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Como complemento as abordagens cirurgicas, a radioterapia ¢ amplamente
adotada. Essa técnica utiliza radiagdo ionizante, como raios X, para danificar o DNA das
células transformadas, impedindo sua proliferagdo. Como células tumorais apresentam
deficiéncias nos mecanismos de reparo, sao mais responsivas a radiacdo. Apesar de sua
eficacia, a radioterapia também pode afetar tecidos saudaveis adjacentes, resultando em
efeitos colaterais como reagdes cutaneas, fadiga e inflamagao local (Rose, et al., 2024).
No CMTN, a radioterapia possui papel relevante no controle loco regional, especialmente
em pacientes com tumores de maior tamanho, margens cirirgicas comprometidas ou
acometimento linfonodal, contribuindo para a redugao do risco de recidiva local (Whelan,
etal., 2015)

Além das terapias locais, existem abordagens sistémicas como hormonioterapia,
terapia alvo, imunoterapia e quimioterapia. A hormonioterapia ¢ indicada para tumores
que expressam receptores hormonais. Essa estratégia visa bloquear a sua a¢ao ou reduzir
sua produgdo, interferindo diretamente no crescimento da lesdo. Entretanto, a modulagdo
hormonal pode desencadear efeitos adversos, como irregularidades menstruais,
menopausa precoce, osteoporose e aumento do risco de eventos tromboticos (Cantini, et
al., 2023). Pacientes com CMTN ndo sdo elegiveis a esse tratamento, uma vez que sao
negativos para RE e RP, caracteristica que define esse subtipo e contribui para suas
limitagdes terapéuticas. (Foulkes; Smith; Reis-Filho, 2010)

As terapias-alvo, como os anticorpos monoclonais direcionados ao HER2, atuam
reconhecendo moléculas especificas presentes nas células tumorais, podendo bloquear
receptores, inibir vias de sinalizacdo e induzir a morte celular. Apesar de representarem
um avango significativo, apresentam limitagdes como o alto custo e a restri¢ao de uso a
determinados subtipos moleculares, ndo sendo eficazes em todos os casos (Huang; Zhou,
2021). No CMTN, por nao haver superexpressao de HER2, essas terapias cldssicas nao
sao indicadas; no entanto, tém sido utilizados inibidores de poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP), especialmente em pacientes com mutagdes nos genes BRCAI e BRCA2,
frequentes nesse subtipo.

Os inibidores de PARP atuam explorando deficiéncias nos mecanismos de reparo
do DNA presentes em determinadas células tumorais. A enzima PARP participa do reparo
de quebras simples da fita de DNA, quando sua atividade ¢ bloqueada, ocorre o acimulo
progressivo dessas lesdes, que podem evoluir para danos mais complexos durante a
replicacdo celular. Em células normais, tais alteragdes sdo corrigidas principalmente pela

via de recombina¢do homologa, dependente de proteinas codificadas pelos genes BRCA1
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e BRCA2. Entretanto, em tumores que apresentam mutacdes nesses genes, esse
mecanismo se encontra comprometido, resultando no acumulo de instabilidade génica e
na morte celular. Esse fendmeno, denominado letalidade sintética, constitui a principal
base para a utilizagao clinica dos inibidores de PARP (Layman; Arun, 2021)

No CMTN, essa estratégia terapéutica tem demonstrado resultados promissores
principalmente em pacientes portadores de muta¢des germinativas em BRCA I ou BRCA2.
Estudos clinicos demonstraram que farmacos como olaparibe e talazoparibe sdo capazes
de aumentar a sobrevida livre de progressdao e as taxas de resposta tumoral quando
comparados a quimioterapia convencional em pacientes com doenca avancada ou
metastatica associada a essas alteragdes genéticas (Robson, et al., 2019)

Apesar dos beneficios observados, algumas limitagdes ainda restringem o uso
dessa classe terapéutica. Entre elas destacam-se a eficacia mais limitada em pacientes sem
mutagdes em BRCA, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia adquirida pelas
células tumorais e a ocorréncia de eventos adversos, principalmente hematologicos, como
anemia, neutropenia e trombocitopenia. Além disso, a necessidade de identificagdo
molecular prévia dos pacientes candidatos ao tratamento representa um desafio adicional
para sua aplicagdo clinica em larga escala (Han, ef al., 2020)

Ja a imunoterapia tem emergido como uma alternativa promissora, especialmente
no tratamento do CMTN. Essa abordagem baseia-se na ativacao do sistema imunoldgico
do paciente, permitindo o reconhecimento e a eliminacdo das células tumorais. Estas
desenvolvem mecanismos de evasdo imunoldgica, como a ativagdo de checkpoints, que
impedem sua deteccdo e eliminacdo. Os imunoterdpicos atuam bloqueando esses
mecanismos, favorecendo a resposta imune antitumoral. No CMTN, esse tipo de terapia
tem mostrado maior eficacia em tumores que apresentam expressao de PD-L1 e alto grau
de infiltracdo por linfocitos tumorais (Lotfinejad, et al., 2020). Apesar dos avangos, a
imunoterapia ainda também apresenta limitagdes, incluindo resposta variavel entre os
pacientes e potencial para efeitos adversos decorrentes da hiperativagdo do sistema
imune, como inflamagdes sistémicas, febre, erup¢des cutidneas e danos a tecidos
saudaveis (Martins, et al., 2019)

A quimioterapia, por sua vez, utiliza agentes citotoxicos que atuam interferindo
na divisdo celular, levando a morte das células tumorais. No contexto do CMTN, ¢é ainda
amplamente empregada. Esquemas contendo antraciclinas, taxanos e, em alguns casos,
compostos de platina tém demonstrado maior eficacia, particularmente em tumores com

deficiéncia em reparo de DNA. (Bianchini, et al., 2016)
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Dessa forma, embora existam multiplas abordagens terapé€uticas disponiveis para
o tratamento do CM, todas apresentam limitacdes relacionadas a eficacia, toxicidade,
custo e acessibilidade. No caso do CMTN, essas limitagdes sdo ainda mais evidentes
devido a sua heterogeneidade molecular, comportamento agressivo e auséncia de alvos
terapéuticos classicos. Nesse contexto, torna-se evidente a necessidade do
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas seletivas e seguras, que possam ser

usadas também em associacdo a tratamentos disponiveis.
1.3 Compostos derivados de benzotiazol

Derivados de benzotiazois constituem uma importante classe de compostos
heterociclicos aromaticos que t€ém despertado interesse na quimica medicinal devido a
sua ampla diversidade de atividades biologicas. Estruturalmente, o benzotiazol (Figura 3)
¢ formado pela fusdo de um anel benzénico a um anel tiazdlico, o que confere a molécula
propriedades fisico-quimicas favoraveis, como estabilidade, capacidade de interagdo com

diferentes alvos bioldgicos e versatilidade para modifica¢des quimicas (Irfan, ez al., 2019)

Figura 3 - Estrutura molecular do benzotiazol
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Fonte: PubChem

Farmacologicamente, derivados de benzotiazol apresentam propriedades
antimicrobianas, antiflingicas, antivirais, anti-inflamatorias e antioxidantes, associadas a
capacidade desses compostos de interagir com proteinas, enzimas e acidos nucleicos.
Assim, pequenas modificacdes estruturais no anel benzotiazolico tém sido realizadas,
objetivando maior seletividade e poténcia (Pathak, ef al., 2019). A introducao de grupos
que removem elétrons, como halogénios ou nitrogrupos, geralmente esta associada ao
aumento da atividade citotdxica. J& variagdes no tamanho, na posi¢do e na natureza dos

substituintes impactam propriedades como lipofilicidade, permeabilidade celular e
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afinidade por alvos moleculares. Dessa forma, o planejamento racional de novos
compostos ¢ essencial para sua posterior aplicagdo (Keri, et. al., 2015)

Em tumores, esses compostos atuam em diferentes alvos, podendo inibir as
topoisomerases, impedindo a replicagao ¢ manutengdo do DNA; interferir na dindmica
dos microtubulos, bloqueando o ciclo celular e induzindo a apoptose e modular enzimas
do citocromo P450, ativando espécies reativas capazes de danificar o DNA em células
tumorais. Adicionalmente, alguns derivados sdo capazes de interagir diretamente com o
material genético, promovendo estresse genotoxico e morte celular (Martins, et al., 2015)

Nos ultimos anos, pesquisas também tém explorado a combinagdo de derivados
de benzotiazol com outras estratégias terapéuticas, incluindo quimioterapia convencional
e terapias-alvo, com o objetivo de potencializar efeitos citotoxicos e reduzir mecanismos
de resisténcia tumoral. Estudos envolvendo células de CM, pulmao e glioblastoma tém
demonstrado resultados promissores (Uremis; et al., 2025), ampliando o potencial dessas
substancias.

Diante da agressividade e da limitada disponibilidade terapéutica do CNTN,
aliada aos resultados promissores de compostos derivados de benzotiazdis em outros
modelos tumorais, torna-se necessario investigar o potencial dessa classe de compostos
sobre células de CMTN, contribuindo para a busca de novos candidatos a farmacos mais

seletivos e eficazes.

2  OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos de compostos derivados de benzotiazol sobre a proliferacao,

migracao e expressao de genes de células de CMTN.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a viabilidade de diferentes linhagens celulares, ndo tumorais e tumorais
mamarias, apos o tratamento com oito compostos derivados de benzotiazol,
utilizando o ensaio de MTT;

e Definir a concentracao inibitéria média (ICso) e o indice de seletividade (IS) dos

compostos mais promissores;
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e Determinar o efeito do(s) composto(s) promissores na capacidade proliferativa e
formacgao de coldnias de células de CMTN, por meio do ensaio de clogenicidade;

e Investigar a influéncia do(s) composto(s) promissores na migragdo celular de
células de CMTN, utilizando ensaio de wound healing;

e Analisar a expressdo relativa de genes relacionados a inflamagdo e transi¢cdo

epitélio-mesenquimal (EMT) de células de CMTN por meio de qPCR.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Compostos

Os oito compostos derivados de benzotiazol foram previamente sintetizados pelo
grupo de pesquisa do professor Celso de Oliveira Rezende Junior coordenador do
laboratdrio do LaSFar (Laboratorio de Sintese de candidatos a Farmacos) (IQUFU-UFU)
(Dias, et al., 2023) e gentilmente cedidos para este estudo (Figura 4). Como diluente, foi
utilizado dimetilsulfoxido (DMSO) em concentragdo final de 0,6% (m/v) para o preparo

de solug¢do de 20 mM. Os compostos foram armazenados -20°C, protegidos de luz.

Figura 4- Estrutura dos 8 compostos testados
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3.2 Linhagens e cultivo celular

Para esse estudo foram utilizadas quatro linhagens celulares: HFF (fibroblastos
humanos); MCF-10-A (ndo tumoral mamaria); MCF-7 (CM luminal) e MDA-MB-231
(CMTN). Conforme as recomendagdes do fornecedor, ATCC (dmerican Type Culture
Collection), todas as linhagens foram mantidas em frascos de cultura apropriados,
incubadas em estufa com atmosfera imida a 37 °C com 5% de CO: (Forma Series 3 Water
Jacketed, Thermo Scientific™), exceto a linhagem MDA-MB-231, mantida livre de COa.

As células MCF-10-A e HFF foram cultivadas em meio DMEM F12 (Gibco®) e
DMEM HG (Gibco®) respectivamente, suplementado com 15% e 10% de soro fetal
bovino (SFB, Gibco®) e 50 pg/mL de gentamicina (Cultilab®). Adicionalmente, as
células MCF-10A foram suplementadas com insulina (10 pg/mL, Gibco®),
hidrocortisona (0,25 pg/mL, Sigma-Aldrich®) e fator de crescimento epidérmico — EGF
(10 ng/mL, Gibco®).

As células tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em meio RPMI-
1640 (Gibco®, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e Leibovitz’s L-15
(Gibco®), respectivamente, ambos suplementados com 10% de SFB (Gibco®) e 50
pg/mL de gentamicina (Cultilab®).

Para todas as linhagens, os meios de cultura foram substituidos periodicamente,
de acordo com a demanda celular, e as células foram utilizadas nos experimentos ao

atingirem entre 80% e 90% de confluéncia.

3.3 Citotoxicidade por MTT

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos compostos derivados de benzotiazol, foi
realizado o ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difeniltetrazolio), de acordo
com Mosmann (1983), com algumas modifica¢des. Inicialmente, o ensaio foi conduzido
apenas na linhagem MDA-MB-231, objetivando selecionar aqueles capazes de alterar a
viabilidade de células de CMTN em menores concentracdes (< 20 uM), ou seja, passiveis
de futura aplicagdo farmacologica. Para isso, células MDA-MB-231 foram semeadas em
placas de 96 pocos (1,5 x 10* células/poco) e incubadas a 37 °C pelo periodo necessario
para permitir a aderéncia celular. Em seguida, os compostos foram adicionados nas

concentragdes de 4 uM, 20 uM e 100 uM e mantidos por 48 horas. Como controles, foram
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utilizados pogos contendo apenas meio de cultura completo (controle) além de células
tratadas apenas com DMSO (controle do diluente).

Decorrido esse periodo, foi adicionada solu¢cdo de MTT na concentragdo final de
0,5 mg/mL (10 uL/pogo), e as placas permaneceram incubadas por mais 4 horas a 37 °C,
protegidas da luz. Em seguida, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e foram
adicionados 100 uL. de DMSO em cada poco para solubilizacao dos cristais de formazan,
com posterior agitacdo por 10 minutos em Micropore Fast Shaker (Agimaxx). A
absorbancia foi determinada a 570 nm utilizando leitor de microplacas (Multiskan FC
Microplate Reader, Thermo Fisher Scientific®). A viabilidade celular foi calculada
conforme a férmula: Viabilidade (%) = [(absorbancia das células tratadas / absorbancia
das células controle) x 100]. Foi selecionado apenas composto 3, uma vez que diminuiu
a viabilidade das células de CMTN em pelo menos 50% em concentragdo < 20 pM.

Em seguida, todas as linhagens incluidas nesse estudo foram tratadas, por 48 horas
com o composto 3 nas concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5, 6,25 e 3,125 uM. Para isso,
placas de 96 pogos foram semeadas com HFF (8 x 10° células/pogo); MCF-10-A (1,5 x
10* células/pogo); MCF-7 (3 x 10°) e MDA-MB-231 (1,5 x 10* células/pogo). A avaliagio
da viabilidade foi conduzida conforme descrito no paragrafo acima.

Foi calculada a concentragdo inibitéria média (ICso) por ajuste de curva de
regressdao nao linear utilizando com o software GraphPad Prism 10 (La Jolla, CA). O
indice de seletividade (IS) foi determinado dividindo o valor de ICso para a linhagem
tumoral pelo ICso das linhagens ndo tumorais, sendo considerados seletivos valores de IS
> 2,0. Como o composto 3 se mostrou mais ativo nas cé¢lulas MDA-MB-231, estas foram

utilizadas nos ensaios subsequentes.

3.4 Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade do
composto testado de inibir a formag¢do de colonias. Para isso, as células MDA-MB-231
foram plaqueadas em placas de 12 pogos, na densidade de 500 células/pogo e tratadas
com composto 3, nas concentracdes correspondentes 4,84 uM (ICso/4) € 9,67 uM (ICso/2)
por 48 horas. Em seguida, o meio contendo o tratamento foi removido e substituido por
meio de cultura completo. Esse procedimento foi repetido a cada trés dias, ao longo de
um periodo total de 18 dias de incubagdo, permitindo o crescimento e a formagao de

colonias.
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Ao final do experimento, as células foram fixadas com formaldeido/metanol 37%
(v/v), lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) 1x e coradas com solugdo de cristal
violeta a 0,5% (m/v), preparada em uma mistura de metanol: 4gua (1:30). As colonias
formadas foram registradas por meio do sistema de imagem iBright (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EUA), possibilitando a comparagdao qualitativa entre os
grupos tratados e o controle. Para a andlise quantitativa, foi adicionada solucdo de acido
acético a 33% (m/v) em cada poco para solubilizacdo do corante, e a absorbancia foi
mensurada a 570 nm utilizando leitor de microplacas Multiskan™ FC (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, EUA). A porcentagem de colonias formadas foi calculada em

comparagdo com o controle.

3.5 Ensaio Wound healing

O efeito do composto 3 sobre a capacidade migratoria de células de CMTN foi
avaliada pelo método wound healing. Células MDA-MB-231 foram semeadas em placas
de 12 pogos, na densidade de 2 x 10° células/pogo e, apds confluéncia e formagao de uma
monocamada aderente, foi realizado um risco linear utilizando uma ponteira estéril de
volume de 200 pL. Em seguida, os pogos foram cuidadosamente lavados com PBS 1x
para remocao de debris celulares e melhor visualizagdo da area do risco. Foi, entdo,
adicionado meio de cultura e composto 3 nas concentragdes 4,84 uM (ICso/4) € 9,67 uM
(ICso/2) por 48 horas. Pogos controle receberam apenas meio de cultura completo.

Imagens dos pogos foram capturadas nos tempos de 0, 24 e 48 horas, permitindo
0 acompanhamento do processo de fechamento da lacuna na monocamada, com aquisi¢ao
de imagens em microscopio EVOS XL Core Imaging System- Invitrogen. A analise das
imagens foi realizada com o auxilio do software ImageJ (Rasband, W.S., U.S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA), sendo os valores obtidos utilizados para
o calculo do percentual de migragdo celular apresentado como o valor da area da lacuna

em relacdo a area inicial do arranhao.
3.6 Ensaio qPCR
Experimentos de qPCR foram finalmente conduzidos para a quantificacdo de

transcritos relacionados ao processo de EMT (Tabela 1). Para isso, o RNA total da

linhagem celular MDA-MB-231, cultivada em placas de 6 pocos (2,5 x 10° células/pogo)
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e tratada nas concentragoes 4,84 uM (ICso/4) € 9,67 uM (ICso/2) do composto 3 por 48
horas, foi extraido utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen), conforme as instru¢des do
fabricante.

A integridade do material genético obtido foi avaliada por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, submetido a 100 V por 1 hora, em tampao de corrida TBE 0,5X (45 mM
Tris-borato, pH 8,3, ¢ 1 mM EDTA), corado com GelRed 1X (Amersham) e visualizado
sob luz ultravioleta em Transiluminador UV (LOCCUS L-PIX). Adicionalmente, a
concentracdo e a pureza do RNA foram determinadas por espectrofotometria utilizando
o equipamento NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific), com base na razao de
absorbancia em 260/280 nm.

O RNA foi transcrito reversamente utilizando o Kit Moloney Murine Leukemia
Virus (Sigma Aldrich), e o cDNA sintetizado a 37 °C por 1 hora. As reagdes de qPCR
foram preparadas com o kit Power SYBR-Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems®) e a deteccdo da amplificacdo foi baseada na captada em equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A ciclagem foi padronizada
a 50 °C por 2 min e 95 °C por 10 min, seguidas de 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C
por 1 min.

A andlise dos dados foi conduzida por meio do software associado ao
equipamento, utilizando o método do Cq comparativo para determinagdo da expressao
relativa dos genes avaliados, utilizando o gene Beta-2-microglobulina (B2M) como gene

de referéncia.

Tabela 1: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados no ensaio de gPCR

Primer Sequéncia (5’ - 3°) Amplicon (pb)
L6 F:GATTCCAAAGATGTAGCCGCCC 246
R:ATTTTCACCAGGCAAGTCTCCTC

IL1p F: ACAGGATATGGAGCAACAAGTGG 136
R: GGGCTTATCATCTTTCAACACGC

VIM F:GAGACGCATTGTCAACATCCTG 356
R:CAAGAACACCCGCACCAAC
CDHI F: CTGCGCTCTGTAGGAAGGC 240

R:GCTGGCTCAAGTCAAAGTCCTG

KRTIS8 F:GCTCTGGGTTGACCGTGG 151



29

R:GTGGTGCTCTCCTCAATCTGC

L4 F:CACAGCAGTTCCACAGGCAC 99
R:CCTTCACAGGACAGGAATTCAAG

TGFp1 F:GTACCTGAACCCGTGTTGCTC 107
R:CAGGAATTGTTGCTGTATTTCTGG

B2M F:CCTGCCGTGTGAACCATGT 94
R:CGGCATCTTCAAACCTCC
IL6: Interleucina-6; IL1f: Interleucina-1 beta, VIM: Vimentina; CDHI: Caderina 1 (E-caderina); KRTIS:

Queratina 18; IL4: Interleucina-4; TGFfI: Fator de Crescimento Transformador beta 1; VIM: Vimentina;
CDH1: Caderina 1 (E-caderina); B2M: Beta-2-microglobulina.

3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism,
versdo 10 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, EUA). Para os ensaios de viabilidade
celular (MTT), formagdo de coldnias e migragdo celular, aplicou-se andlise de variancia
one-way ANOVA, seguida dos testes de comparagdes multiplas de Dunnett ou Tukey,
conforme o desenho experimental. A analise dos resultados de qPCR foi realizada
utilizando o teste t de Student para amostras independentes. Os resultados sao
apresentados como média + desvio padrdo, considerando trés repeticdes experimentais

(n=3). Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando p < 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Selecao de compostos em células de CMTN

A primeira estratégia adotada nesse estudo foi selecionar, dentre os oito
compostos derivados de benzotiazol, aqueles capazes de reduzir em pelo menos 50% a
viabilidade de células de CMTN em menores concentragcdes (Figura 5). Na menor
concentragdo, 4 uM, nenhum composto alcangou o critério estabelecido; inclusive os
compostos 1, 2, 6, 7 ¢ 8 aumentaram a atividade metabdlica das células. Na concentragao

intermediaria, apenas o composto 3 se mostrou citotoxico as células de CMTN.
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Finalmente, na maior concentragao, os compostos 1, 2, 3, 4, 7, reduziram em pelo menos
50% a viabilidade das células MDA-MB-231. Portanto, o composto 3 foi selecionado
para a avaliagdo do comportamento de diferentes linhagens apds tratamento, visando

definir sua seletividade e as células tumorais mais responsivas.

Figura 5 - Efeito dos compostos derivados de benzotiazol 1-8 sobre a viabilidade da linhagem MDA-
MB-231 apés 48 horas de tratamento. Os dados estdo expressos como média + desvio-padrao (n = 3). A
significancia estatistica foi determinada por analise de varidncia (ANOVA), seguida do teste post hoc de
Dunnett, utilizando como referéncia as células ndo tratadas: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p

<0,0005.
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Outro ensaio de MTT foi, entdo, conduzido nas linhagens HFF, MCF-10-A, MCF-
7 e MDA-MB-231, tratadas com o composto 3 nas concentragdes de 3,125; 6,25; 12,5;
25;50; 100 € 200 uM por 48 horas (Figura 6). Nas células ndo tumorais HFF, 3 apresentou
menor citotoxicidade, com valor de ICso = 155,6 pM, superior ao valor encontrado para
a linhagem ndo tumoral mamaria MCF-10-A, com ICso = 42,10 uM. Entre as linhagens
tumorais avaliadas, as células MDA-MB-231 (CMTN) foram mais sensiveis a0 composto
3 (ICs0 = 19,34 uM) do que as células MCF-7 (CM luminal), que apresentaram ICsp =

115,6 uM). Interessantemente, 3 foi seletivo apenas para as células de CMTN.

Figura 6 - Curvas dose-resposta de diferentes linhagens celulares tratadas com composto 3 nas
concentracoes de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 200 pM por 48 horas. (A) HFF (fibroblasto humano);
(B) MCF-10-A (nd3o tumoral mamdria); (C) MDA-MB-231 (CMTN); (D) MCF-7 (cancer de mama
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luminal). As curvas foram construidas apds a viabilidade determinada por MTT ¢ a concentragao inibitoria
média (IC50) calculada por regressdo ndo linear. (E) Grafico representativo da seletividade do composto 3

dividindo o IC50 das células ndo tumorais pelo ICso das células tumorais
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4.2 Inibicao da clonogenicidade

A capacidade do composto 3 de inibir a formacao de clones de células de CMTN
também foi avaliada (Figura 7). Para isso, foram utilizadas concentra¢des subcitotoxicas,
4,84 uM (ICso/4) € 9,67 uM (ICso/2) por 48 horas. O perfil de inibi¢do foi semelhante para
as duas concentragdes, sendo que ambas diferiram do controle sem tratamento. A
concentracao de 4,84 uM reduziu a formac¢ado de colonias em aproximadamente 50% e a
concentracao de 9,67 uM reduziu em 45%, nao havendo diferencas significantes entre as

duas concentragoes.
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Figura 7 —Inibi¢do da clonogenicidade induzida pelo composto 3 em células MDA-MB-231. As células
foram tratadas com duas concentragdes do composto (4,84 ¢ 9,67 uM) durante 48 horas. (A) Imagens
representativas dos pogos evidenciam altera¢des na formacdo de colonias apds o tratamento. (B) Percentual
de formagdo de colonias em comparagdo ao grupo controle. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo (n=3). A analise estatistica foi realizada por ANOVA, seguida do teste post hoc de Tukey,
considerando-se significativos os valores de ****p < 0,0001 em relacdo ao grupo ndo tratado. (C) Imagens

ilustrativas demonstrando diferengas no tamanho das coldnias apo6s o tratamento.
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4.3 Inibicao da migracao horizontal

Outra caracteristica a migragdo, também foi avaliada em células de CMTN,
conhecidas por seu potencial de disseminagdo e metéstase (Figura 8). Apds 24 horas,
ambas as concentracdes, 4,84 M (ICso/4) € 9,67 uM (ICso/2), reduziram a capacidade
migratéria das células MDA-MB-231, com efeito mais pronunciado quando o composto
3 foi utilizado na maior concentracdo, sendo a diferenca entre as concentracdes
significativa. Apds 48 horas, apenas quando as células foram tratadas com 9,67 uM de 3

houve reducao da migragao.
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Figura 8 — Ensaio de migracio celular (wound healing) em células MDA-MB-231 tratadas com
composto 3 nas concentracées de 4,84 e 9,67 pnM por 24 e 48 horas. (A) Imagens representativas
evidenciando o fechamento da area de lesdo nos tempos de 0, 24 ¢ 48 horas em comparagdo ao grupo
controle. (B) Grafico do percentual do fechamento ap6s 24 horas. (C) Grafico do percentual do fechamento
apos 48 horas. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrao (n=3). A significincia estatistica
foi determinada em comparag@o as células ndo tratadas por analise de variancia (ANOVA), seguida do teste

post hoc de Tukey: *p < 0,05; **p <0,01; ****p <0,0001.
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4.4 Modulacao de diferentes transcritos

Finalmente, ensaios de qPCR quantificaram marcadores relacionados a EMT na
linhagem MDA-MB-231 tratada com composto 3 na concentracdo de 4,84 pM (ICso/4)
por 48 horas (Figura 9). Verificou-se um aumento na expressao das citocinas /L6 € TGFJp,
assim como dos transcritos de VIM e CDHI. Nao foram observadas diferencgas

estatisticamente significantes para os demais alvos.
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Figura 9 - Avaliacio da expressdo génica por qPCR em células MDA-MB-231 tratadas com o
composto 3 na concentracio de 4,84 pM por 48 horas. Os graficos representam os niveis relativos de
mRNA dos genes /L6 (Interleucina 6), /L1f (Interleucina 1 beta), VIM (Vimentina), CDH! (Caderina E),
KRTI8 (Queratina 18), /L4 (Interleucina 4) e TGFf1 (Fator de Crescimento Transformador beta 1) em
comparagao ao grupo controle. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3). A andlise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida do teste post hoc de Tukey, considerando diferencas

estatisticamente significativas para *p < 0,05 e **p < 0,01.
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5 DISCUSSAO

O CMTN desafia a oncologia devido ao seu comportamento agressivo, elevada
capacidade metastatica e limitada disponibilidade de terapias. Diferentemente de outros
subtipos de CM, a auséncia da expressiao de ER, PR e HER2 restringe as opgoes

disponiveis, com quadros frequentes de resisténcia e efeitos adversos associados. Nesse
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contexto, os derivados de benzotiazol tém despertado crescente interesse diante de sua
ampla diversidade estrutural e atividades biologicas (Irfan, et al., 2019). Presentemente,
essa classe de compostos foi avaliada em células MDA-MB-231, visando selecionar
protétipos promissores. Essa linhagem, amplamente empregada como modelo
experimental de CMTN, apresenta caracteristicas compativeis com tumores altamente
agressivos, com elevada capacidade migratoria, invasiva e metastatica. Além disso, exibe
elevada plasticidade celular e resisténcia a diferentes agentes terapéuticos, tornando-se
um modelo adequado para a triagem de novas moléculas (Sirinian, et al., 2022).

Inicialmente, foi conduzido um ensaio de MTT, com diferencas marcantes nas
atividades citotoxicas dos oito derivados benzotiazdlicos avaliados. De fato,
modifica¢des estruturais podem alterar significativamente o potencial antitumoral de
moléculas (Paoletti; Supuran, 2024) e, neste estudo, os oito compostos divergem em sua
estrutura. Assim, o comportamento observado esta de acordo com estudos de relagao
estrutura-atividade (SAR), que demonstram que alteragdes na natureza e na posicao de
substituintes no nucleo benzotiazoélico podem modificar propriedades como
lipofilicidade, permeabilidade celular, afinidade pelo alvo molecular e estabilidade
quimica, refletindo diretamente na atividade bioldgica (Huang; Cierpicki; Grembecka,
2023).

Para os compostos 1, 2, 6, 7 e 8 foi observada uma maior metabolizacdo do
formazan na menor concentracdo (4 uM) e, na concentragdo intermediaria (20 uM),
apenas o composto 3 reduziu em mais de 50% a viabilidade das células de CMTN. O
aumento da metabolizagdo do formazan observado para os compostos 1, 2, 6, 7 ¢ 8§ em
baixa concentragao pode estar relacionado, a0 menos em parte, a atividade antioxidante
descrita para derivados benzotiazolicos. A redugdo do estresse oxidativo intracelular pode
favorecer a manutencdo da fun¢do mitocondrial e aumentar a capacidade redutora das
células, resultando em maior conversdao do MTT em formazan, sem necessariamente
refletir um aumento da proliferagdo celular. Assim, esse efeito pode representar uma
resposta metabdlica transitdria as baixas concentragdes dos compostos, € ndo um efeito
proliferativo propriamente dito (Bruggisser, et al., 2002). Dessa forma, os resultados
obtidos sugerem que a organizagao estrutural do composto 3 favoreceu sua interacdo com
alvos celulares das células MDA-MB-231, justificando sua maior atividade citotdxica em
comparagao aos demais derivados avaliados.

Além disso, ¢ importante considerar que o ensaio de MTT avalia a atividade

metabolica mitocondrial, e ndo diretamente o nimero de células viaveis (Riss, et al.,
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2016). Assim, a analise metabolomica dessas células apds o tratamento também ¢
relevante e sera considerada em estudos futuros. Os resultados obtidos sdo consistentes
com estudos realizados com outros derivados benzotiazélicos. Liu et al. (2019)
demonstraram que modifica¢des estruturais em uma mesma série quimica resultaram em
diferencas marcantes na atividade citotoxica frente as células MDA-MB-231, sendo que
apenas alguns derivados se mostraram citotdxicos no ensaio de MTT.

A capacidade do composto 3 de reduzir a viabilidade a 20 uM ¢ relevante, pois a
poténcia farmacoldgica ¢ um dos principais parametros considerados durante as etapas
iniciais da descoberta de novos farmacos. De modo geral, moléculas capazes de produzir
efeito bioldgico em concentragdes menores sdo consideradas mais promissoras, uma vez
que apresentam maior afinidade pelo alvo bioldgico ou maior eficiéncia em desencadear
a resposta farmacologica desejada. Além disso, concentracdes moderadas reduzem a
necessidade de doses elevadas, minimizando a ocorréncia de efeitos adversos. Entretanto,
a poténcia observada em cultura celular deve ser interpretada com cautela, pois a eficacia
terapéutica depende também de fatores farmacocinéticos e farmacodinamicos (Jansson-
16fmark; Hjorth; Gabrielsson, 2020). Com isso, a atividade observada para o composto 3
¢ um indicativo favoravel para a continuidade dos estudos, reforgando seu potencial como
candidato ao desenvolvimento de novos agentes antitumorais.

Ademais, 3 foi seletivo apenas para a linhagem de CMTN. Evidéncias apontam
que compostos benzotiazdlicos apresentam seletividade para células, o que ¢ um aspecto
altamente desejavel (Paoletti, et al, 2024). Essa seletividade pode estar associada a
diferencas metabdlicas entre células saudaveis e neoplasicas, bem como a ativagdo
diferencial de vias bioquimicas especificas em tumores. Outro ponto relevante ¢ a
capacidade dos compostos de atuar sobre alvos moleculares especificos, como quinases,
receptores celulares e proteinas, ampliando seu potencial terapéutico (Singh, M; Singh,
S, et al, 2014).

Além da viabilidade, outros estudos funcionais foram realizados com o composto
3 em concentracdes subcitotoxicas de 4,84 uM (ICso/4) € 9,67 uM (ICso/2). Ambas as
concentragdes foram capazes de reduzir em aproximadamente 50% a formagdo de
colonias. Esse comportamento pode indicar que ndo sdo necessarias concentragdes
elevadas para conter a sobrevivéncia celular e a capacidade de uma célula individual de
crescer e formar uma colonia. Esses resultados reforcam que a atividade do composto 3
ndo se limita a redugdo da atividade metabodlica observada no ensaio de MTT, mas

também interfere na capacidade das células tumorais de manter seu crescimento. Essa
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redugdo da capacidade clonogénica observada apds o tratamento corrobora os resultados
descritos por estudos envolvendo derivados benzotiazolicos com potencial antitumoral.
Zheng et al. (2013) avaliaram derivados tiazdlicos em células MDA-MB-231 e
demonstraram que alguns compostos foram capazes de reduzir significativamente a
formacao de colonias em comparagdo ao grupo controle.

O composto 3 também reduziu a migracdo celular ja nas primeiras 24 horas de
tratamento, sendo esse efeito mais pronunciado na concentragdo de 9,67 uM. Apos 48
horas, apenas essa concentragdo manteve diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle, sugerindo que o efeito antimigratorio ¢ dose-dependente. Esses resultados
sugerem que o composto 3 interfere em processos necessarios para o deslocamento
celular, reduzindo a capacidade das células de ocupar a area lesionada. Considerando que
a migracdo representa uma etapa fundamental para a invasdo tecidual e o
desenvolvimento de metéstases (Valastyan; Weinberg, 2011), a diminui¢do observada
neste estudo sugere que 3 pode atuar ndo apenas sobre a proliferacao celular, mas também
sobre caracteristicas associadas ao fendtipo metastatico das células de CMTN. Barbarossa
et al. (2023) também demonstraram que compostos dessa classe reduziram
significativamente a migracdo das células MDA-MB-231 no ensaio de wound healing,
efeito acompanhado por alteragdes em marcadores relacionados a EMT, incluindo
diminui¢do da expressdao de VIM e aumento de CDH1

Por fim, a andlise de transcritos relacionados a8 EMT revelou que o composto 3
aumentou significativamente a expressao de /L6, VIM, CDHI e TGFBI. Embora esses
genes sejam frequentemente associados a progressdo tumoral, também podem ser
modulados em resposta a agentes citotoxicos, refletindo mecanismos adaptativos
desencadeados pelo dano celular. A IL-6 constitui uma das principais citocinas
envolvidas na resposta ao estresse, sendo rapidamente induzida por dano ao DNA,
estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial, com o objetivo de promover a sobrevivéncia
em condi¢des adversas (Manore, ef al., 2022). De maneira semelhante, o aumento de
TGFBI pode representar uma tentativa das células de restabelecer a homeostase apos a
exposicdo ao composto, uma vez que essa citocina participa da regulagdo de processos
como reparo tecidual, remodelamento celular e resposta ao dano (Moses; Barcellos-Hoff,
2010). A superexpressao de VIM, por sua vez, pode estar relacionada a reorganiza¢do do
citoesqueleto necessaria para que a c€lula suporte alteracoes estruturais decorrentes do

tratamento, sendo descrita como uma resposta adaptativa a agentes quimioterapicos

(Satelli; Li, 2011).
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Ja CDHI codifica para E-caderina, uma glicoproteina transmembrana essencial
para a manutencdo da adesdo célula-célula e da arquitetura epitelial. A redugdo da
expressdo de CDHI ¢ considerada um dos principais eventos moleculares associados a
EMT, favorecendo a perda da adesao celular, o aumento da motilidade e a disseminagao
metastatica no CMTN (Corso, et al., 2020). Dessa forma, o aumento significativo da
expressdo de CDHI observado sugere que o composto 3 pode contribuir para a
preservacao do fenotipo epitelial das células MDA-MB-231, reduzindo caracteristicas
associadas ao comportamento invasivo. Essa hipotese ¢ refor¢ada pelos resultados
obtidos nos ensaios funcionais, nos quais foi observada redugao da viabilidade celular, da
capacidade de formacgdo de colonias e da migragcdo das células tratadas. Embora a
progressdo tumoral seja regulada por uma complexa rede de vias de sinalizagdo, esses
achados indicam que a modulacdo positiva de CDHI pode representar um dos
mecanismos envolvidos na atividade antitumoral do composto 3, contribuindo para a

reducdo da agressividade das células MDA-MB-231.

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que os derivados de benzotiazol
avaliados alteram o comportamento de células de CMTN MDA-MB-231, com destaque
para o composto 3, que se mostrou mais citotoxico e seletivo. Ademais, 3 foi capaz de
reduzir a capacidade de formagdo de coldonias e a migragdao das células MDA-MB-231,
indicando que seus efeitos ndo se restringem a diminui¢do da viabilidade celular, mas
também afetam caracteristicas relacionadas a progressao tumoral. Complementarmente,
a andlise da expressdao génica revelou modulagdo de genes associados a inflamagdo e a
EMT, de modo que o perfil transcricional observado ¢ condizente com os resultados dos
ensaios funcionais.

Portanto, o composto 3 se mostra promissor com caracteristicas desejaveis para
um protdtipo antitumoral. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer
detalhadamente seus mecanismos de agdo e avaliar seu potencial terapéutico em modelos
experimentais in vivo, contribuindo para o avango do desenvolvimento de novas terapias

para o tratamento do CMTN.
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