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RESUMO

O cancer de mama triplo negativo (CMTN) ¢ o subtipo de CM mais agressivo que apresenta,
em seu microambiente imunossupressor, um enriquecimento de fibroblastos que contribuem
para a progressao e resisténcia das células tumorais. Os mecanismos envolvidos nessa interagao
permanecem pouco compreendidos, sobretudo quando compostos naturais sdo utilizados. No
presente estudo, foram investigados os efeitos da Ecdisterona (20E) na modulagdo da migragao
de células de CMTN e como seu meio condicionado altera o comportamento de fibroblastos
humanos, evidenciando o papel da sinalizagdo purinérgica nesse contexto. Para isso, células
MDA-MB231 (CMTN) e HFF-1 (fibroblastos) foram tratadas com 20E e ensaios de migracao
horizontal e vertical foram conduzidos com concentra¢des nao citotoxicas. A 20E influenciou
o comportamento migratorio das células MDA-MB-231, especialmente o vertical, sugerindo
seu potencial para conter a invasao dessas cé¢lulas. Além disso, seu meio condicionado inibiu a
migracao horizontal de fibroblastos, o que ndo aconteceu quando as células HFF foram tratadas
diretamente com o composto. Analises computacionais demonstraram o potencial de 20E de
interagir com CD73 e com os receptores de adenosina A2A e A2B. Para a CD73, a 20E
apresentou energia de ligagdo superior ao ligante enddgeno e igualando-se aos inibidores
sintéticos. Em fibroblastos tratados com meio condicionado, os transcritos de ADORA2B (gene
codificador para A2B) foram significativamente reduzidos enquanto os de NTJSE (gene
codificador para CD73) foram aumentados. Em conjunto, os resultados demonstram que a 20E,
mesmo em concentragdes nao citotoxicas, altera o comportamento das células de CMTN e
interfere na comunicagdo com células presentes em seu microambiente, sugerindo a
participagcdo da sinalizagdo purinérgica e seu potencial na modulacdo da interacdo tumor-

estroma.

Palavras-chave: Cancer de mama triplo-negativo. Microambiente tumoral. Nucleotideos.

Quimioterapia.



ABSTRACT

Triple-negative breast cancer (TNBC) is the most aggressive BC subtype, that presents an
enrichment of fibroblasts in its immunosuppressive microenvironment that contributes to tumor
cell progression and resistance. The mechanisms involved in this interaction remain poorly
understood, especially when natural compounds are used. In the present study, the effects of
Ecdysterone on modulating TNBC cell migration and how its conditioned medium alters the
behavior of human fibroblasts were investigated, highlighting the role of purinergic signaling
in this context. To this end, MDA-MB231 (TNBC) and HFF-1 (fibroblasts) cells were treated
with Ecdysterone (20E), and horizontal and vertical migration assays were conducted with non-
cytotoxic concentrations. Interestingly, Ecdysterone influenced the migratory behavior of
MDA-MB-231 cells, especially vertically, suggesting its potential to contain the invasion of
these cells. Furthermore, its conditioned medium inhibited horizontal fibroblast migration,
which did not occur when HFF cells were treated directly with the compound. Computational
analyses demonstrated the potential of 20E to interact with CD73 and the A2A and A2B
adenosine receptors. For CD73, 20E exhibited a higher binding affinity than the endogenous
ligand and comparable affinity to synthetic inhibitors. In fibroblasts treated with conditioned
medium, ADORAZ2B (gene encoding A2B) transcript levels were significantly reduced, whereas
NTS5E (gene encoding CD73) transcript levels were increased. Taken together, the results
demonstrate that 20E, even at non-cytotoxic concentrations, alters the behavior of TNBC cells
and interferes with their communication with cells within the tumor microenvironment,
suggesting the involvement of purinergic signaling and its potential role in modulating tumor—

Stroma interactions.

Keywords:  Triple-negative breast cancer. Tumor microenvironment. Nucleotides.

Chemotherapy.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Sigla Significado

20E Ecdisterona/20-hydroxyecdysone
A2AR Receptor de A2A

A2BR Receptor de A2B

ADA Adenosina desaminase

ADK Adenosina quinase

ADO Adenosina

BL Basal-like

CAFs Fibroblastos associados ao cancer

CM Cancer de mama

CMTN Cancer de mama triplo negativo

Cx Conexinas

ER Receptor de estrogénio

ERp Receptor de estrogénio 3

GPCR Receptores acoplados a proteina G
HER2 Fator de crescimento epidérmico humano tipo 2
HFF Fibroblastos humanos

IDH indice de desenvolvimento humano
IHC Imuno-histoquimica

IL-10 Interleucina-10

IM Imunomodulador

LAR Luminal Androgen Receptor

MAPK Proteina quinase ativada por mitégeno
MDSCs Células mieloides supressoras

ME Matriz extracelular

MES Mesenquimal

MMPs Metaloproteinases de matriz

MT Microambiente tumoral

NHG Grau Histologico de Nottingham

NK Células natural killer

NST Carcinoma invasivo de tipo nao especial
OMS Organizacao Mundial da Satde

Panx Pannexinas

PARP Poli(ADP-ribose) polimerase

PD-1 Proteina de morte celular programada 1
PD-LI Ligante do receptor PD-1

PKA Proteina quinase candnica A

PN Produtos naturais

PR Receptor de progesterona

TAMs Macréfagos associados ao tumor

TEM Transicdo epitélio-mesenquimal

TN Triplo-negativo

TNC Transportadores de nucleosideos concentrativos
TNE Transportadores de nucleosideos equilibrativos
Treg Células T reguladoras

VAB Biopsia assistida a vacuo
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CAPITULO 1

1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Cancer de Mama

1.1.1 Definicio e dados epidemiologicos

O cancer de mama (CM), caracterizado por padrdes epidemiologicos Unicos e
heterogeneidade significativa, continua sendo uma das principais causas de mortes relacionadas
a malignidade em mulheres no mundo (XIONG et al., 2025). Essa neoplasia abrange multiplas
entidades bioldgicas, marcadas por alteragdes genomicas, padrdes distintos de expressao génica
e variagdes no microambiente tumoral, fatores que, em conjunto, modulam o comportamento
clinico e a resposta terapéutica (NOLAN et al., 2023).

A tumorigénese ¢ um processo dinamico ¢ de multiplas etapas caracterizado por
vantagens adaptativas mediadas por alteragdes no material genético e expansao clonal (ZHANG
et al., 2024). No CM, por exemplo, mutagdes nos genes como BRCAI ¢ BRCA2, fundamentais
para a recombinagdo homoéloga, comprometem a corre¢do de quebras na dupla fita de DNA,
promovendo o desenvolvimento das lesdes malignas. Além disso, mutagdes em 7P53
prejudicam o controle do ciclo celular e a inducao de apoptose, permitindo a sobrevivéncia de
clones instaveis e geneticamente alterados. Esses eventos estabelecem uma base molecular
critica para a evolugdo da doenga, associados a hiperativacdo da via PI3K/Akt e STAT3, o que
assegura uma sinalizacdo proliferativa continua, resisténcia a morte celular e evasdo a resposta
imunoldgica. A esse cenario soma-se a angiogénese, frequentemente induzida pela secre¢do de
VEGF em condicdes de hipoxia, garantindo o suprimento de oxigénio e nutrientes (MAQSOOD
et al.,2025; XIONG et al., 2025).

Hanahan e colaboradores, reconhecendo o desafio do processo tumorigénico,
destacaram oito caracteristicas centrais que representam competéncias adquiridas ao longo da
evolugdo tumoral e que sustentam o processo de malignidade, quais sejam: sustentagdo da
sinalizag¢do proliferativa, inibi¢cdo de supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
imortalidade replicativa, formag¢do de novos vasos, ativacdo da invasdo e metéstase,
reprogramacgdo do metabolismo e escape imunologicos. Atualmente, sdo reconhecidas como o

nucleo conceitual que explica tanto a biologia molecular quanto a clinica dos diversos canceres,
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incluindo o CM (HANAHAN, 2022). Mais recentemente, esse modelo foi refinado para
enfatizar a integracdo sistémica entre metabolismo, imunidade e microambiente tumoral,
destacando a comunicagdo intercelular e a plasticidade tumoral como elementos centrais na
regulacdo dinamica desses aspectos (HANAHAN, 2025).

O CM ¢ uma neoplasia maligna originada no epitélio das estruturas glandulares da
mama. E caracterizado pela proliferagio descontrolada e anormal de células epiteliais, que
adquirem capacidade de invasao local e, potencialmente, de metastase para linfonodos regionais
ou orgdos distantes, como ossos, pulmdes e figado. Trata-se de uma doenca heterogénea do
ponto de vista morfologico, imunohistoquimico e molecular, o que influencia fortemente seu
comportamento bioldgico, resposta terapéutica e prognéstico (SMOLARZ et al., 2022). E o
tumor maligno mais comum entre mulheres no mundo, respondendo por cerca de 23,8% dos
casos de cancer feminino em 2022. Apesar dos avangos em deteccdo, tratamento e prevengao,
continua sendo uma das principais causas de morte em mulheres com idade entre 20 e 59 anos
em diversos paises, especialmente em regides com menor acesso a assisténcia médica (KIM et
al.,2025). Em 2022, aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos foram registrados e 670 mil
mortes no mundo (IARC, 2024). Sua incidéncia global mais que dobrou entre 1990 e 2021 e,
até 2050, as mortes aumentarao de 38 a 68% (SHA et al., 2024; KIM et al., 2025).

Dados epidemioldgicos também revelam que 70% dos casos de CM sdo diagnosticados
em paises com elevado indice de desenvolvimento humano (IDH) e nos estagios iniciais da
doenga. Contraditoriamente, em paises com baixo IDH, quase 80% dos diagnosticos ocorrem
com a doenga ja avancada, o que aumenta a taxa de mortalidade nesses locais (ALHARTHI et
al., 2023). No Brasil, excluidos os tumores de pele nao melanoma, o CM ¢ o mais incidente em
mulheres de todas as regides, com valores mais expressivos nas regides Sul e Sudeste. Para
cada ano do tri€nio 2026-2028 sao estimados 78.610 casos novos, 0 que representa uma taxa

ajustada de incidéncia de 71,57 a cada 100 mil mulheres (Figura 1) (INCA, 2026).
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Figura 1. Representacdo das taxas de incidéncia do cancer de mama, por 100 mil mulheres, nos estados brasileiros.
Os dados se referem a estimativas publicadas pelo Instituto Nacional do Cancer para cada ano do triénio de 2026
a 2028

Mulheres

. 50,38-73,51

42,50- 50,37

. 33,50 - 42,49

23,98 -33,49

Fonte: INCA, 2026

Diferentes fatores de risco estdo associados a ocorréncia do CM, combinando aspectos
ndo modificaveis e modificaveis. Entre os ndo modificaveis, destacam-se a idade avangada, ja
que a incidéncia cresce progressivamente apds os 50 anos; o sexo feminino, que concentra mais
de 99% dos casos; e a historia familiar ou presenca de mutacdes germinativas em BRCAI e
BRCA2, que aumentam substancialmente a predisposi¢do. Fatores reprodutivos € hormonais
também influenciam o risco, incluindo menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade ou
primeira gestacdo em idade avangada, bem como o uso prolongado de terapia hormonal. No
grupo dos fatores modificaveis, merecem destaque a obesidade, o sedentarismo, o consumo
excessivo de alcool e a exposi¢do a radiacdo ionizante, todos associados a um maior risco de
desenvolvimento da doenga. Por outro lado, a amamentagao exerce efeito protetor, uma vez que
favorece a diferenciacao das células mamarias (COHEN et al., 2023; LOYLAND et al., 2024).
Complementarmente, uma meta-andlise conduzida por Hashemi et al. (2025), com mais de 2,4
milhdes de mulheres em 70 paises, demonstrou que condi¢des como diabetes mellitus tipo 2,
tabagismo, infec¢do por HIV e doengas autoimunes estdo fortemente associadas a pior
sobrevida. A compreensdo desses fatores pode auxiliar na prevengdo e na detec¢do precoce da

doenga.
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1.1.2 Diagnostico

O diagnostico do CM envolve uma abordagem integrada entre exame fisico, exames de
imagem e andlises laboratoriais. O processo, geralmente, come¢a com o exame clinico das
mamas, uma ferramenta de triagem importante, ainda que apresente baixa acuracia quando
utilizada de forma isolada (MENES et al., 2024). Por essa razao, ¢ comumente associado a
mamografia. Em casos especificos, especialmente em mulheres com mamas densas, a
ultrassonografia e a ressonancia magnética podem complementar a investigagdo. Quando ha
suspeita de malignidade, realiza-se uma bidpsia para confirmar o diagnéstico, identificar
caracteristicas histologicas do tumor e definir o subtipo molecular (OBEAGU, OBEAGU,
2024).

A mamografia utiliza baixas doses de radiagdo para gerar imagens das mamas, sendo o
principal exame de rastreamento do CM (OBEAGU; OBEAGU, 2024). Esse método permite a
deteccao precoce de alteracdes suspeitas, como microcalcificagdes e distor¢des arquiteturais,
muitas vezes antes de se tornarem palpaveis no exame clinico. A evolugao tecnologica trouxe
a mamografia digital e a tomossintese, que ampliaram a sensibilidade do exame, especialmente
em mulheres com mamas densas (KASSIS ef al., 2024). A interpretagdo dos achados segue
critérios padronizados pelo sistema BI-RADS, que orienta a conduta clinica (NICOSIA et al.,
2023).

A bidpsia, por sua vez, ¢ considerada o padrao-ouro no diagnostico definitivo do CM,
sendo indicada para todas as lesdes suspeitas detectadas por exame clinico ou por métodos de
imagem. As técnicas mais utilizadas incluem a bidpsia por agulha grossa (core biopsy) € a
biopsia assistida a vacuo (VAB), ambas guiadas por ultrassonografia, mamografia ou
ressonancia magnética. A escolha da técnica depende da localizagdo, tamanho da lesdo e
disponibilidade do servico. A bidpsia fornece material suficiente para a avaliacao
histopatologica detalhada e, principalmente, para a realizacdo de testes imuno-histoquimicos,
que sdo essenciais para as classificagdes do tumor (LOIBL et al., 2024).

Histologicamente, o CM ¢ classificado em diferentes subtipos conforme os critérios da
Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS). O carcinoma ductal invasivo, mais especificamente o
carcinoma invasivo de tipo ndo especial (NST), ¢ o mais prevalente, correspondendo a cerca de
70-80% dos casos. O carcinoma lobular invasivo, por sua vez, revela um padrdo de infiltragao
mais difuso e traz desafios adicionais para a detec¢do por imagem. Subtipos menos comuns

incluem o carcinoma tubular, o mucinoso, o medular e o papilifero, cada um com relevancia
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clinica propria. Essa classificagdo histoldgica fornece a base para o diagnostico e a
estratificacdo prognostica dos pacientes (CONTI et al., 2024).

A andlise da peca também determina a progressdo, o tamanho e a capacidade de
disseminagdo das células transformadas, definindo seu estadiamento. Os estagios do CM
variam de 0 a IV (Figura 2). O estagio 0 corresponde ao carcinoma in situ, em que as células
permanecem restritas aos ductos sem invadir os tecidos vizinhos. O estagio I abrange tumores
de até 2 cm, sem comprometimento linfonodal, enquanto no estagio Il o tumor pode alcancar
at¢ 5 cm e apresentar envolvimento de linfonodos axilares proximos. O estagio III €
caracterizado por doenga localmente avancada, com tumores maiores e/ou multiplos linfonodos
comprometidos, podendo inclusive afetar pele ou parede toracica adjacente. O estagio IV, por
sua vez, corresponde a doenga metastatica, quando ha disseminagao para 6érgaos distantes, como

o0ssos, figado, pulmdes ou cérebro (ALHARTHI et al., 2023).

Figura 2. Estadiamento do cancer de mama. O estadiamento ¢ baseado no tamanho da lesdo e sua disseminac@o
para outros tecidos, sendo essencial para o progndstico dos pacientes.
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Adaptado de Harris, Michael A., et al. 2024.

Histologicamente, outras trés caracteristicas morfologicas também s3o analisadas e
determinam o Grau Histologico de Nottingham (NHG): a formagdo tubular (diferencia¢do
glandular), o pleomorfismo nuclear e a contagem mitdtica, de modo que cada componente
recebe uma pontuacao de I a III. Tumores de grau 1 apresentam maior diferenciacdo e, em geral,
estdo associados a evolucao clinica mais favoravel; aqueles de grau 3, por outro lado, sdo pouco
diferenciados, exibem comportamento mais agressivo e demandam abordagens terapéuticas
mais agressivas. O grau 2 ocupa uma posi¢ao intermedidria e, muitas vezes, requer integragao
com outros marcadores para defini¢do de conduta. Estudos recentes confirmam que, mesmo em
um cenario de avangos em biologia molecular e caracterizagao genética, a avaliagao histologica
tradicional mantém sua relevancia pratica no delineamento do prognoéstico e das estratégias

terapéuticas (SHARMA et al., 2024).
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Por fim, a imuno-histoquimica (IHC) ¢ empregada para identificar a expressdo de
biomarcadores. Estudos recentes vém utilizando abordagens de aprendizado de mdaquina e
inteligéncia artificial para melhorar a interpretagdo das laminas de IHC, reduzindo variagdes
inter-observadores e aumentando a precisdo na quantificagdo de receptor de estrogeno (ER —
do inglés Estrogen Receptor), receptor de progesterona (PR - do inglés Progesterone Receptor),
receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2 PR - do inglés Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) e do marcador de proliferagdo Ki-67 (MACAULAY et al., 2025).

Na pratica clinica, sdo considerados quatro subtipos moleculares principais: Luminal A,
Luminal B, HER2-enriquecido e Triplo-negativo (TN). O subtipo luminal A ¢ definido por
tumores positivos para receptores hormonais (ER e PR), negativos para HER2 e com baixa
expressao de Ki-67, o que indica crescimento mais lento, melhor resposta a terapia enddcrina e
prognoéstico favordvel, com taxas de sobrevida global em torno de 95% aos cinco anos em
estadios iniciais. J4 o luminal B também ¢ positivo para os receptores hormonais, porém
apresenta maior expressao de Ki-67 e pode ser HER2-positivo ou ndo. Essas caracteristicas
refletem maior agressividade e necessidade de tratamento combinado com quimioterapia,
resultando em taxas de sobrevida ligeiramente menores, proximas a 91% em cinco anos. Os
tumores HER2-enriquecidos, por sua vez, exibem amplificacdo desse marcador sem a
expressao de ER e PR. Em geral, apresentam comportamento mais agressivo, mas que,
atualmente, se beneficiam de terapias-alvo anti-HER2, como o trastuzumabe, o que tem
melhorado substancialmente o progndstico. Ja os tumores classificados como TN nao
expressam ER, PR e HER2. Sdo caracterizados por alta instabilidade gendémica e pior
prognoéstico, com maior risco de recorréncia precoce, metastases a distancia e sobrevida global
inferior quando comparados aos demais subtipos (LI et al., 2020; ZHANG, 2023; XIONG et
al., 2025).

1.1.3 O Cancer de Mama Triplo-Negativo

O cancer de mama triplo negativo ¢ altamente heterogéneo e biologicamente complexo.
Caracteriza-se por comportamento clinico agressivo, maior taxa de proliferacdo tumoral,
propensdo a metastases precoces € pior prognostico em comparagdo a outros subtipos (LIU et
al., 2016). Representa aproximadamente 15-20% de todos os casos da doenga e evidéncias da
literatura indicam que € o subtipo associado a maior mortalidade (PERES et al., 2023). O
CMTN ¢ comumente diagnosticado na pré-menopausa, em pacientes com idade inferior a 40

anos e prevalente naquelas com mutagdes em BRCA1/2. As taxas de incidéncia ajustadas por
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idade sdo mais altas em mulheres negras do que em mulheres brancas ndo hispanicas
(CHEHAYESB et al., 2025).

A auséncia de alvos terapéuticos nesse subtipo tem evidenciado a necessidade de se
compreender sua diversidade molecular (LIU et al., 2016). Revisdes recentes destacam que
andlises transcriptdmicas permitiram identificar diferentes subtipos moleculares do CMTN,
cada um com assinaturas génicas, caracteristicas bioldgicas e potenciais vulnerabilidades
terapéuticas distintas (DERAKHSHAN; REIS-FILHO, 2022). O subtipo Luminal Androgen
Receptor (LAR) corresponde a cerca de 23% dos casos de CMTN e se destaca pela menor
complexidade gendmica e pela presenca de mutacdes em genes como PIK3CA, AKTI, NF1,
GATA3 e CDHI. O subtipo Imunomodulador (IM) representa aproximadamente 24% dos
tumores TNs, caracterizado pela expressdao robusta de genes ligados a resposta imune e a
sinalizagdo de pontos de controle. J& o Basal-like (BL), que corresponde a cerca de 39% dos
casos, apresenta um perfil de alta instabilidade gendmica, com mutacdes frequentes em 7P53 e
sinais de deficiéncia no reparo homologo do DNA. Por fim, o subtipo Mesenquimal (MES),
encontrado em cerca de 15% das pacientes com CMTN, ¢ marcado por um padrao associado a
transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM), elevada expressao de marcadores de células-tronco
tumorais e ativagao das vias PI3K/Akt/mTOR. Assim, s3o mais invasivos € menos responsivos
as terapias tradicionais (LIU et al., 2024; XIANG; YUE, 2025).

Historicamente, a quimioterapia tem sido o pilar do tratamento do CMTN (DOGRA et
al., 2025). Contudo, o chamado “paradoxo triplo-negativo” ainda assombra pacientes, médicos
e pesquisadores, uma vez que a recidiva € precoce e as c€lulas se tornam resistente as drogas
(OBIDIRO et al., 2023). Antraciclinas (como doxorrubicina ou epirrubicina) € os taxanos
(como paclitaxel ou docetaxel) permanecem como base na conduta inicial do CMTN devido a
sua eficacia comprovada em eliminar células tumorais proliferativas. Imunoterapicos também
vem sendo adotados, em especial os inibidores de PD-1, (proteina de morte celular programada
1), um receptor que regula negativamente a ativacdo das células T. Esse tratamento ¢ elegivel
para pacientes com tumores PD-LI(ligante do receptor PD-1) — positivos e se baseia no
bloqueio dessa interagdo PD-1/PD-L1, restaurando a capacidade do sistema imune de
reconhecer e destruir as células cancerigenas (ALONSO-RON et al., 2025; DOGRA et al.,
2025). Ja os pacientes com mutagdes germinativas em BRCA1/2 podem se beneficiar do uso de
inibidores de PARP (poli(ADP-ribose) polimerase), uma classe de farmacos que atua
bloqueando a principal via de reparo de quebras simples no DNA. Em células tumorais com
deficiéncia no reparo por recombinagdo homdloga — como ocorre nas mutagdes em BRCA —

, essa inibi¢do leva ao aciimulo irreparavel de danos gendmicos, resultando em morte celular



20

seletiva por colapso replicativo. Essa abordagem, tem mostrado eficécia clinica significativa
em CMTN com mutagdo em BRCA (SCHETTINI et al., 2024).

No contexto dos subtipos do CMTN, sabe-se que o IM ¢ o que melhor responde a
imunoterapia com bloqueadores de checkpoints. J4 o BL depende fortemente da quimioterapia,
embora pacientes com mutagdes em BRCA1/2 se beneficiem do uso de inibidores de PARP.
Para o subtipo MES, terapias-alvo ainda se encontram em fase experimental. Por fim, o subtipo
LAR abre espago para ensaios clinicos com antiandrogénicos e inibidores de PI3K/AKT, ainda
nao aplicados rotineiramente (DOGRA ef al., 2025; ALONSO-RON et al., 2025). Contudo, a
estratificacdo molecular ainda ndo orienta diretamente a pratica clinica (DOGRA et al., 2025).
Portanto, o tratamento do CMTN permanece desafiador. Sua heterogeneidade nao estd
associada apenas as suas caracteristicas moleculares intrinsecas, mas também as interagdes
estabelecidas com o microambiente tumoral (MT), o qual se estabelece majoritariamente

imunossupressor (SABIT et al., 2025).

1.2 O Microambiente tumoral e os fibroblastos associados ao tumor

As células ndo existem isoladamente no organismo, mas interagem constantemente com
nutrientes, oxigénio, matriz extracelular (ME) e células vizinhas, o que define seu
microambiente, o qual regula processos fisiologicos importantes como proliferacao,
diferenciagdo e morte celular (PENG et al., 2025). Quando ocorre a transformagdo maligna, o
MT nao apenas fornece suporte fisico € metabolico as células cancerigenas, mas atua como um
agente importante na progressao da doenga, contando com a presenca de fibroblastos ativados,
células imunes moduladas, um remodelamento da ME e alteragdes nos gradientes de oxigénio
(LARSON et al., 2025). Assim, o MT engloba células tumorais, ME, células imunes, células
endoteliais, uma complexa rede de moléculas sinalizadoras e células estromais (GUO ef al.,
2024). Esses constituintes promovem, coletivamente, interagcdes dinamicas que sustentam o
crescimento do tumor, metastase e respostas diferenciadas as terapias (LI et al., 2025).

A ME ¢ composta por macromoléculas como coldgenos, lamininas, proteoglicanos e
glicoproteinas. Sofre remodelamento continuo, sendo um importante fator estrutural e
regulador da comunicacao celular (LEE et al., 2025). No contexto tumoral, esse remodelamento
¢ intensificado: h4 deposicdo excessiva de coladgeno, reticulacdo e alteracdo da disposicdo
tridimensional resultando em altera¢des na rigidez do tecido e ativagao de diferentes vias de
sinalizacdo. Além disso, fragmentos gerados pela degradacdo da ME liberam fatores bioativos

que influenciam a angiogénese, quimiotaxia e recrutamento de células estromais, contribuindo
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para a plasticidade do MT (YUAN et al., 2023).

As células imunes incluem populagdes tanto da imunidade adaptativa quanto da inata,
como linfécitos T (CD4*, CD8*, Tregs), células NK (do inglés natural killer), macrofagos
associados ao tumor (TAMs - do inglés Tumor-Associated Macrophages), células mieloides
supressoras (MDSCs - do inglés Myeloid-Derived Suppressor Cells) e células dendriticas. Essas
células participam da vigilancia antitumoral, apresentagdo de antigenos e regulacao de respostas
inflamatoérias. Contudo, também podem ser moduladas no MT (LI et al., 2024).

Os linfécitos T CD8" atuam como efetores centrais da imunidade antitumoral,
reconhecendo antigenos tumorais e promovendo a morte das células cancerigenas por meio da
liberagdo de granzimas e perforinas. Além da citotoxicidade direta, essas células secretam
citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y e TNF-a, que amplificam a resposta imune e modulam
o MT. Contudo, em muitos tumores, incluindo o CM, os linfocitos T CD8* tornam-se
funcionalmente exauridos devido a estimulagdo antigénica cronica e a presenga de sinais
imunossupressores, como o aumento de PD-1, TIM-3 e LAG-3 em sua superficie. Esse estado
promove a persisténcia e progressao do cancer (NAIR et al., 2025).

As células T reguladoras (Treg) sao amplamente distribuidas por todo o corpo e, em
condi¢des fisioldgicas, ajudam a manter a tolerdncia e prevenir reagdes imunoldgicas
exacerbadas, protegendo contra doencas autoimunes. No contexto tumoral, entretanto,
assumem papel imunossupressor. No MT, as Tregs inibem a a¢ao de células T efetoras, bem
como modulam negativamente a atividade de células dendriticas e macréfagos, fortalecendo o
escape imunologico. Por essa razdo, estratégias que visem eliminar ou inibir as Tregs
intratumorais tém sido exploradas como complemento para aumentar a eficacia da imunoterapia
antitumoral (QIN et al., 2024).

As células NK, normalmente, atacam diretamente as células tumorais e secretam [FN-y
para inibir a disseminacdo e metéstase (GUO et al., 2024). Contudo, no microambiente tumoral,
essas células sofrem rapida perda de suas fungdes efetoras, adquirindo um estado disfuncional
que favorece a evasdao imunologica (DEAN et al., 2024). Ja os TAMs sdo células derivadas de
mondcitos ou macréfagos residentes que, sob o estimulo do MT, adquirem uma polarizagdo
pro-tumoral. Apresentam papel central na progressao do cancer e na resisténcia ao tratamento,
sendo reconhecidos como alvos promissores na imunoterapia. TAMs exibem plasticidade
funcional, podendo adotar um fenétipo M1, com agdo antitumoral, ou M2, de perfil pro-
tumoral, que favorece angiogénese, metastase e imunossupressao ao secretarem VEGF, TGF-
B e expressarem PD-L1 (XIA et al., 2025). No CMTN, o MT ¢ caracterizado por alta infiltracao

de TAMs com perfil imunossupressor, determinando um pior prognostico € menor sobrevida
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dos pacientes (STAVROU et al., 2024; GUO et al., 2024).

As MDSCs, por sua vez, formam um grupo heterogéneo de células da linhagem
mieloide que tendem a acumular-se no MT e exercem forte agdo reguladora sobre a resposta
imune. Elas inibem a ativacdo de linfocitos T e células NK por meio da secrecdo de citocinas
imunossupressoras, como IL-10, TGF-f, além da producao de 6xido nitrico e espécies reativas
de oxigénio (LI et al., 2021; YASEEN et al., 2020). Estudos em pacientes com CM mostram
que niveis elevados de MDSCs, tanto circulantes quanto infiltrantes, se associam a estagios
mais avancados, maior risco de metastase e menor sobrevida global (LIU ef al., 2023).

As células endoteliais normais formam uma vasculatura estruturada para garantir a
oxigenacao adequada e o fornecimento de nutrientes aos tecidos. No MT, sofrem angiogénese
anormal por meio da sinaliza¢do induzida por hipdxia e secre¢cdo de VEGF, levando a vasos
sanguineos disfuncionais e hipdxicos, os quais promovem a invasao € a metastase, limitando a
eficacia terapéutica (LUGANO et al., 2020; MATUSZEWSKA ef al., 2021). Além disso, as
células endoteliais associadas ao tumor exibem alta plasticidade, promovendo TEM. Em
paralelo, sofrem reprogramacdo metabolica, caracterizada pelo aumento da dependéncia da
glicolise em condicdes de hipoxia (KANE et al., 2025).

Moléculas sinalizadoras — entre elas citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento —
constituem um componente abundante e decisivo do MT. As citocinas atuam como mediadores
da comunicagao celular, modulando a resposta imune. Quimiocinas direcionam o recrutamento
de cé¢lulas do sistema imune, incluindo linfocitos e macréfagos, que podem ser reprogramados
para fungdes pro-tumorais. Ja os fatores de crescimento, como VEGF, TGF-B e EGF, estimulam
a proliferacao celular, angiogénese e remodelamento tecidual, além de facilitar processos como
invasao e metastase (LEE et al., 2025; FAN; HE, 2022).

Por fim, os fibroblastos associados ao cancer (CAFs - do inglés Cancer-Associated
Fibroblasts) sao células estromais ativadas que, no MT, adquirem um fenotipo distinto dos
fibroblastos normais. Eles passam a secretar fatores de crescimento, citocinas e remodeladores
da ME, criando condi¢des que sustentam a proliferagdo tumoral, a angiogénese e a evasao
imune (Figura 3) (XU et al., 2025). Segundo estudo recente, a interagcdo entre células tumorais
e CAFs reduz a eficéacia de terapias-alvo em modelos de CMTN, sugerindo a importancia dessa
interacdo na predi¢do da resposta terapéutica (USCANGA-PERALES et al., 2016; PERES et
al., 2023).
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Figura 3. InteragGes dindmicas envolvendo os fibroblastos associados ao tumor. Diferentes moléculas sinalizadoras
sdo liberadas tanto pelas células malignas quanto pelos CAFs, alterando a matriz extracelular ¢ modelando o
microambiente tumoral.
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Fonte: adaptado de Liu et al. (2025).

TGF-p (fator de crescimento transformador beta); PDGF(fator de crescimento derivado de plaquetas); FGF2(fator
de crescimento de fibroblastos 2); TNF-a (fator de necrose tumoral alfa); IL-1(interleucina 1); IL-6(interleucina
6); IDO-1(indoleamina 2,3-dioxigenase 1); PGE-2(prostaglandina E2); VEGF(fator de crescimento endotelial
vascular); IGF-1(fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1); CXCL2/5//12(quimiocinas C-X-C ligante 2,
5 e 12); GM-CSF(fator estimulador de col6nias de granuldcitos e macrofagos); MCP-1(proteina quimioatraente
de mondcitos 1); IL-8(interleucina 8); IL-11(interleucina 11); CXCL1(quimiocina C-X-C ligante 1);
CXCL10(quimiocina C-X-C ligante 10); CXCL-12(quimiocina C-X-C ligante 12); LOX(lisil oxidase);
AMAD9Y(metaloproteinase  desintegrina  9); uPA(ativador do plasminogénio tipo  uroquinase);
MMPs(metaloproteinases da matriz); Fibronectin(fibronectina); Collagen(colageno).

No CM, os CAFs ndo formam uma populacdo homogénea, mas podem ser subdivididos
em quatro subconjuntos principais (CAF-S1 a CAF-S4), cada um com fungdes especificas no
MT. Estudos mostram que tumores enriquecidos em CAF-S4 apresentam maior infiltracdo de
linfocitos T CD8+ e menor nimero de células T regs, sugerindo um ambiente imunologico
relativamente mais favoravel. Em contraste, uma alta densidade de CAF-S1 esta associada ao
aumento de células CD45+ ¢ de TAM’s, mas com reducao de linfocitos T CD8+. Essa
correlagdo negativa com células T CD8+ ¢ particularmente marcante no CMTN, possivelmente
em razdo da maior secre¢do de citocinas imunossupressoras, como a interleucina-10 (IL-10).

Além disso, CAF-S1contribui para a sobrevivéncia e diferenciacdo de Tregs e potencializa sua
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acdo inibitoria sobre células T efetoras, especialmente por meio da maior expressdo de B7-H3
(CD276), CD73 e dipeptidil peptidase 4 (DPP4), em comparacdo com o CAF-S4. Embora o
CMTN apresente enriquecimento tanto em CAF-S1 quanto em CAF-S4, até o momento ndo ha
evidéncias consistentes de que essa diferenca se traduza em impacto direto na sobrevida das
pacientes (HARRIS et al., 2024).

CAFs também apresentam um metabolismo alterado, com produgdo intensa de lactato
e piruvato (BECKER et al., 2020). Essa ativagao glicolitica dos CAFs ¢ impulsionada por uma
reprogramacgdo epigenética mediada pelo HIF-1a e por enzimas glicoliticas, induzida pela
hipoxia (KOZLOV et al., 2020). A elevagdo dessa atividade nas CAFs pode estar associada a
maior expressao de transportadores como MCT4, que favorece a liberacdo de lactato e contribui
para a reprogramagdo metabolica do MT (AFFINITO et al., 2024). Além das alteracdes
metabolicas, o MT também apresenta intensa sinalizacdo purinérgica, com acimulo de ADO
em condicoes de estresse e hipoxia. A ADO, por sua vez, pode exercer efeito imunossupressor
ao reduzir a atividade de linfécitos T citotoxicos e células NK, comprometendo a resposta
imune antitumoral e evidenciando a relevancia da sinalizagdo purinérgica na progressdao do

cancer (REMLEY et al., 2023).

1.3 Sinalizacdo Purinérgica

1.3.1 Visao geral da sinalizacio purinérgica

A sinalizagdo purinérgica refere-se a um sistema de comunicagdo celular mediado por
nucleotideos extracelulares, como ADP, AMP, UTP, UDP e ATP principalmente, e
nucleosideos, como a ADO, incluindo mecanismos de liberacdo dessas moléculas, seus
receptores especificos, enzimas extracelulares responséaveis por sua degradagdo ou regeneragao,
além das vias de recaptacdo (DI VIRGILIO et al., 2024). Os primeiros estudos que deram
origem ao conceito de sinaliza¢ao purinérgica foram realizados na década de 1970 por Geoffrey
Burnstock, que propds que nucleotideos como o ATP funcionavam como neurotransmissores
ndo adrenérgicos e ndo colinérgicos, uma ideia inovadora e inicialmente controversa.
Posteriormente, a clonagem e caracterizacdo dos receptores purinérgicos, expandiram a
compreensdo sobre o papel dessa via em diversos tecidos e sistemas. De fato, ¢ uma area em
expansdo, envolvendo, inclusive, o desenvolvimento de farmacos que modulam esses
receptores (HAN et al., 2022).

De modo geral o ATP fornece energia em diferentes processos celulares sendo
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conhecido como a principal fonte de energia das células. Nos anos 80, o ATP foi proposto como
uma molécula de sinalizacdo nos sistemas nervosos periférico e central. Desde entdo, o ATP
tem se mostrado uma molécula critica de transducao de sinal extracelular que regula numerosas
vias incluindo neurotransmissdo e secre¢do hormonal, bem como regulagdo de 6rgaos solidos,
plaquetas e fun¢ao imunologica (VOLONTE et al., 2024).

O ATP intracelular pode ser liberado para o espago extracelular em resposta a estimulos
fisiopatoldgicos, incluindo estresse oxidativo, estresse de cisalhamento, radiacdo ionizante,
estiramento mecanico e hipoxia. Essa liberagdo ocorre por multiplos mecanismos moleculares,
sendo que, entre os mais relevantes, destacam-se os hemicanais formados por conexinas (Cx) e
os canais formados por pannexinas (Panx). Esses canais permitem o transporte controlado de
ATP através da membrana plasmatica, frequentemente em associacdo com a ativagdao de
diferentes subtipos de receptores purinérgicos, modulando respostas celulares como
inflamacao, morte celular programada e comunicagao intercelular (VOLONTE et al., 2024).

A ADO ¢ um ribonucleosideo formado pela ligagdo entre adenina e ribose, descrito pela
primeira vez em 1929. Cassavaugh et al. (2025) evidenciou que a concentragdo extracelular
dessa molécula ¢ dinamicamente regulada pelo equilibrio entre os niveis de ATP e ADO, o qual
varia de acordo com o tipo celular e com a atividade das enzimas responsaveis pela sua sintese
e degradacao. Sua producao pode ocorrer por vias intracelulares — como a desfosforilagao de
nucleotideos — ou por vias extracelulares, principalmente através da acdo sequencial de
ectonucleotidases que convertem ATP liberado no meio em adenosina bioativa.

A regulacao intracelular da ADO ocorre por meio de mecanismos que controlam tanto
sua entrada quanto sua saida da célula, processo denominado transporte bidirecional. Esse
transporte ¢ realizado principalmente por dois grupos de proteinas: os transportadores de
nucleosideos concentrativos (TNC), que utilizam energia para mover a ADO contra seu
gradiente de concentragdo, e os transportadores de nucleosideos equilibrativos (TNE), que
permitem sua passagem de acordo com o gradiente, sem gasto energético. Além do transporte,
a concentracdo intracelular de ADO ¢ modulada por processos enzimaticos, como a
desaminacdo, catalisada pela adenosina desaminase (ADA), que converte adenosina em
inosina, e a refosforilagdo, promovida pela adenosina quinase (ADK - do inglés Adenosine
Kinase), que reconverte a adenosina em ATP. A distribuicio e a atividade desses
transportadores e enzimas variam de acordo com o tipo de tecido, sendo os TNE mais expressos
na vasculatura e os TNC predominantes em epitélios especializados (CASSAVAUGH et al.,
2025).

Dessa forma, o ATP e ADO sdo responsaveis pela regulagdo de multiplas funcdes
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intracelulares, incluindo a liberagdo de moléculas de sinalizacdo (neurotransmissores,
quimiocinas etc.), contragdo do musculo liso e fungdes metabdlicas. Essas moléculas se ligam
a receptores especificos na superficie celular denominados receptores purinérgicos, que se
dividem em duas familias principais: os receptores P2, ativados por ATP, ADP, UTP ¢ ADP, ¢
os receptores P1, ativados pela ADO. A ativagdo desses receptores modula a resposta celular
(ALLARD et al., 2020; LAN et al., 2018).

O ATP extracelular e os outros nucleotideos atuam como ligantes para duas principais
subfamilias de receptores purinérgicos: os receptores ionotropicos P2X e metabotropicos P2Y.
Os receptores P2X sdo canais 16nicos ativados por ligantes, compostos por sete subtipos (P2X1
a P2X7), enquanto os receptores P2Y sdo acoplados a proteina G e divididos em oito subtipos
(P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14), diferenciando-se pela
seletividade de agonistas e pelas vias de sinalizagdo intracelular que ativam. A estimulagao
dessas duas classes de receptores esta associada a efeitos predominantemente pro-inflamatorios
e pro-tromboticos (YEGUTKIN; BOISON, 2022).

Ja a ADO exerce suas agdes por meio de receptores denominados P1, que pertencem a
superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR - do inglés G Protein-Coupled
Receptor) classe A (semelhante a rodopsina). A familia de receptores P1 tem quatro membros
Al, A2A, A2B e A3 (CAMPOS-CONTRERAS et al, 2022). Os receptores Al e A3 sao
preferencialmente acoplados as proteinas Gi/o, inibindo a producao de adenilato ciclase e AMP
ciclico. Por outro lado, os receptores A2A e A2B sao geralmente receptores acoplados a Gs que
desencadeiam o acimulo intracelular de cAMP. O acumulo de cAMP pode ativar tanto a
proteina quinase candnica A (PKA - do inglés Protein Kinase A) quanto as vias EPAC nao
candnicas. Em contraste com os receptores A2A, os receptores A2B (A2BR) também podem
se acoplar as proteinas G e desencadear a via da fosfolipase C. Todos os quatro receptores de
adenosina demonstraram ainda induzir as vias da proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK - do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase) e INK (ALLARD et al., 2017).

A acdo desses efetores purinérgicos ¢ regulada por meio da acdo de enzimas que
realizam a hidrélise dos nucleotideos em seus respectivos nucleosideos e que sdo denominadas
ectonucleotidases. As principais envolvidas no cancer segundo Gardani ef al. (2024) sdo: (i)
Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (NTPDases —EC 3.6.1.5, como a CD39) e (ii)
Ectonucleosideo pirofosfatase/fosfodiesterases (NPPs — EC 3.6.1.9/EC 3.1.4.1) que atuam no
catabolismo extracelular de dinucleotideos; (iii) Fosfatase alcalina (AP — EC 3.1.3.1) que
hidrolisa nucleotideos monofosfato; e (iv) Ecto-5'-nucleotidase/CD73 (ecto-5'NT/CD73 - Ec

3.1.3.5). No escopo desse trabalho, destacam-se as ectoenzimas CD39 e CD73.
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A CD39, também conhecida como ENTPDI1 ou NTPDasel, é uma ectoenzima da
familia das NTPDases, que inclui os isoformas 1, 2, 3 e 8. Localizada na superficie da
membrana plasmatica, a CD39 desempenha papel central na sinalizagdo purinérgica ao
hidrolisar ATP e ADP extracelulares em AMP, etapa essencial para a regulagdo da concentragao
de nucleotideos no microambiente extracelular. Em seguida, o AMP ¢ rapidamente convertido
em ADO pela agdo da CD73, uma enzima ancorada a membrana celular expressa em diversos
tecidos e tipos celulares, incluindo linfocitos B, alguns subtipos de linfocitos T, células
endoteliais, epiteliais e, com destaque, células tumorais. A velocidade da reacao catalisada pela
CD73 torna a atividade da CD39 o principal ponto de controle dessa cascata enzimatica sendo
sua regulacdo essencial para a manutencdo da homeostase em diversos tecidos
(CASSAVAUGH et al., 2025). Assim, essa atividade coordenada ndo apenas regula a
disponibilidade de nucleotideos extracelulares, mas também estabelece a base para os efeitos

da sinalizagao purinérgica no microambiente tumoral.

1.3.2 Sinalizacdo purinérgica no microambiente tumoral

A medida que as lesdes pré-cancerosas evoluem para tumores localizados e,
posteriormente, para formas metastaticas, as células tumorais ajustam continuamente seu
metabolismo em resposta as condigdes do MT e aos estados funcionais internos. Essas
mudangas refletem a influéncia combinada de sinais endogenos das proprias células malignas
e de estimulos provenientes do microambiente, que juntos modulam o equilibrio entre
sobrevivéncia, proliferacdo e invasividade (FAUBERT et al., 2020). Nesse contexto, a
sinalizagdo purinérgica desempenha papel crucial na regulacdo do MT o qual apresenta uma
regulacdo positiva de CD39 e / ou CD73 como resultado de hipdxia tecidual, inflamacao,
estresse oxidativo e TEM (YEGUTKIN; BOISON, 2022). De fato, a sinaliza¢do purinérgica
modula processos como migracdo celular, morte imunogénica e evasdo terapéutica,
configurando-se como reguladora chave do crescimento tumoral. Além disso, contribui
diretamente a resisténcia a tratamentos quimioterapicos, radioterapias e imunoterapias
(YEGUTKIN; BOISON, 2022; ALLARD et al., 2020).

O ATP associado ao tumor, derivado de células necrodticas e inflamatorias e liberado
diretamente pelas células cancerigenas, atua sobre receptores purinérgicos desencadeando
sinais de célcio intracelular que modulam a migrag¢do celular (DI VIRGILIO et al., 2018;
SCARPELLINO et al., 2019). Além de estimular a migracdo, a sinalizagdo purinérgica tem

papel direto na invasdo tumoral, etapa essencial para o estabelecimento de metastases. A ADO,
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por sua vez, atua como um mediador na interagdo com as células de defesa, conduzindo a evasao
imunolégica (ALLARD et al., 2017).

O acumulo de ADO no microambiente tumoral promove alteragdes no estroma e
estimulando a secre¢do de metaloproteinases de matriz (MMPs). Essas enzimas degradam a
matriz extracelular, facilitando a penetragdo das células tumorais em tecidos adjacentes e o
avanco para 6rgaos distantes. Além disso, a sinalizagdo purinérgica intensifica a comunicacao
entre cé€lulas tumorais e células do estroma, resultando em um ambiente propicio a
disseminagdo. A inibicao da producdo de ADO tem se mostrado capaz de reduzir de forma
consistente a capacidade invasiva das células tumorais, ressaltando a importancia dessa via na
remodelagao do MT (ALLARD et al., 2020).

Nesse cenario, os CAFs tém um importante papel na sinalizagdo purinérgica que ocorre
no MT. Essas células expressam altos niveis de CD73, contribuindo para a geragao de ADO,
que por sua vez refor¢a a imunossupressao local e promove a progressao tumoral. Além da
producao direta de ADO, os CAF’s secretam citocinas pro-inflamatorias e fatores de
crescimento que remodelam a ME, ampliando a capacidade invasiva e metastatica das células
transformadas. Assim, a interacdo entre CAFs e a via purinérgica cria um circuito de
retroalimentacdo que sustenta a agressividade tumoral, destacando esses fibroblastos como
alvos potenciais em estratégias terapéuticas combinatorias (ZHANG et al., 2023). Esses
mecanismos interligados reforcam a importancia da sinalizagdo purinérgica como um eixo

regulador da intercomunicagao celular no MT.

1.3.3 Sinalizacao purinérgica no cancer de mama

Da resposta imune a adaptagdo ao estresse do microambiente, a sinalizacdo purinérgica
vem emergindo como mecanismo-chave no CM pela capacidade de modular e regular processos
criticos (AFFINITO ef al., 2024). Compreender como essa via altamente dindmica sustenta a
progressao tumoral e as alteracdes metabdlicas acometidos ao MT ¢ essencial. A hipdxia, por
exemplo, promove remodela¢do da sinalizagdo purinérgica em células de CMTN, incluindo
aumento da expressao e da atividade do receptor P2X7 em células MDA-MB-231, favorecendo
um fendtipo mais invasivo (DU et al, 2024). Adicionalmente, a degradacdo do ATP
extracelular pelas ectoenzimas CD39 e CD73 leva ao acimulo de ADO, que interage com
receptores como A2A e A2B (Figura 4), ativando cascatas intracelulares associadas a
proliferacdo, angiogénese, evasdo imunoldgica e remodelagdo tecidual. Evidéncias recentes

destacam que essa via estd intimamente ligada a progressdo tumoral, metastase e resisténcia
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terapéutica, especialmente no CMTN, tornando-se um alvo promissor para novas estratégias

terapéuticas (ALLARD et al., 2020; GUO et al., 2024).

Figura 4. Esquema representativo da sinalizagdo purinérgica mediada pelos receptores A2A e A2B no
microambiente tumoral. Em condi¢des de hipdxia ou morte celular, o ATP liberado é convertido sequencialmente
em ADP, AMP e ADO pelas ectoenzimas CD39 e CD73. A adenosina extracelular, ao ativar os receptores
A2A/A2B, promove imunossupressdo, angiogénese ¢ resisténcia a imunoterapia. O bloqueio dessa via por
inibidores de receptores de adenosina ou anticorpos anti-CD39/CD73 restaura a imunidade antitumoral,
favorecendo a atividade de linfécitos T, células natural-killer (NK) e macréfagos M1.
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A2BR tem se destacado por seu papel multifuncional na biologia tumoral
principalmente no CMTN. Sua expressao € regulada por condi¢des como hipoxia e inflamacao,
frequentemente presentes no MT. Uma vez ativado pela ADO extracelular, o A2BR pode
acionar diversas vias de sinalizacdo intracelulares, como PI3K/Akt e STAT3 que estdo
fortemente associados a sobrevivéncia, a evasdo imune e a angiogénese (ALLARD et al., 2020;
LAN et al., 2018).

No CM, estudos demonstram que a sinalizacio ADO/A2BR esta envolvida na
manutencao do fenotipo de células-tronco tumorais via ativagao da via p38 MAPK, bem como
na promog¢ao da migracao e invasao celular (LAN et al., 2018; ZHOU et al., 2017). Segundo o

autor a ativagdo do A2BR induz a expressao de citocinas como IL-6 e fatores pro-angiogénicos,
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que intensificam a agressividade tumoral, sobretudo em subtipos mais agressivos como o
CMTN. Estudos pré-clinicos também demonstraram a regressao tumoral ap6s o bloqueio de
receptores de ADO, inibicdo de ectoenzimas produtoras de ADO ou reversdo da hipoxia
tecidual (YEGUTKIN; BOISON, 2022). Essas evidéncias reforcam a relevancia biologica da
sinalizacdo purinérgica via A2BR como um eixo chave na comunicagao célula-célula no MT.
Esse mesmo raciocinio abre espago para a reflexdo acerca das abordagens capazes de interferir
nessas interagdes complexas. Nesse contexto, os produtos naturais (PN) vém ganhando
destaque, ndo apenas por sua atividade antitumoral direta, mas por sua capacidade de remodelar

o MT de forma ampla e multifatorial.

1.4 Produtos naturais e sua capacidade de modelar o MT

Produtos naturais sdo substancias quimicas produzidas por organismos vivos como
plantas, fungos, microrganismos ou animais (LES ef al., 2024). Em geral, muitos desses
compostos derivam do metabolismo secundario ou especializado e, embora ndo estejam
diretamente relacionados aos processos basicos de crescimento e desenvolvimento do
organismo, podem desempenhar importantes fungdes protetivas, adaptativas e ecoldgicas
(ATANASOV et al., 2021). Nesse sentido, a pesquisa contemporanea em oncologia destaca a
versatilidade dessas moléculas, capazes de interferir em processos como angiogénese,
remodelamento tecidual, evasao imune e metabolismo tumoral, ampliando a compreensao de
seu potencial como adjuvantes ou sensibilizadores em regimes terapéuticos ja estabelecidos
(YAO et al., 2024).

PNs tém sido explorados hd milhares de anos e continuam sendo considerados
importantes fontes para descoberta de novos medicamentos e compostos lideres. Com o avango
da quimica farmacéutica, compostos como os alcaloides da vinca e o paclitaxel, derivados
dessas fontes naturais, consolidaram-se como importantes agentes utilizados na quimioterapia
antineoplésica (IZZO; STEFANSKA, 2025).

Entre os diversos compostos ativos derivados de PNs, alguns fitoquimicos de origem
vegetal tém recebido atencdo especial por sua capacidade de modular processos celulares
relacionados ao cancer. Os fitoquimicos sdo um conjunto amplo de metabdlitos que inclui
alcaloides, terpenoides, compostos fendlicos e diferentes classes de compostos esteroidais. Os
ecdisteroides pertencentes a esse ultimo grupo, sdo relacionados aos hormonios de muda
encontrados em artropodes e quando produzidos por plantas, esses compostos sdo denominados

fitoecdisteroides e estdo principalmente associados a mecanismos de defesa contra insetos e



31

outros herbivoros (ARIF et al., 2022).

Dentre esse grupo, destaca-se a Ecdisterona (20-hidroxiecdisona, 20E). Trata-se de um
fitoecdisteroide caracterizado por uma estrutura esteroidal polihidroxilada, cuja presenca de
multiplos grupos hidroxila confere propriedades fisico-quimicas particulares quando
comparada aos esteroides vertebrados classicos (Figura 5). At¢ o momento, mais de 500
fitoecdisteroides ja foram descritos na natureza, sendo 20E um dos representantes mais comuns

e amplamente estudados dessa classe (ARIF et al., 2022).

Figura 5 — Estrutura da 20-hidroxiecdisona

Fonte: Zador (2025).

A 20E ocorre em diversas espécies vegetais, incluindo Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen, espécie pertencente a familia Amaranthaceae e amplamente distribuida na América
do Sul, especialmente no Brasil. Nessa espécie, a 20E ¢ um dos constituintes mais
caracteristicos e o principal composto descrito em suas raizes. Além da 20E, P. glomerata
apresenta outras classes de metabolitos, incluindo triterpenos, saponinas, flavonoides e
polissacarideos (RIBEIRO et. al., 2024). Refor¢ando sua relevancia tanto fitoquimica como
farmacologica .

Apesar de sua fun¢do fisioldgica bem conhecida em artropodes, o mecanismo de acao
da Ecdisterona em mamiferos permanece pouco esclarecido. Alguns estudos sugerem que seus
efeitos anabdlicos podem envolver a ativagdo do receptor de estrogénio § (ERP), indicando uma
possivel capacidade de modular vias hormdnio-dependentes de forma seletiva. No entanto,
outros relatos destacam que fitoecdisteroides como a 20E sdo estruturalmente distintos dos
esteroides vertebrados tipicos, € muitas vezes ndo se espera que se liguem aos receptores
esteroides classicos (WADA, 2015).

Até o momento, grande parte das pesquisas envolvendo a 20E tem se concentrado em
seus efeitos diretos sobre diferentes tipos celulares, incluindo as células tumorais. No contexto
do CM, Shuvalov et al. (2020) demonstraram que a 20E pode interferir no metabolismo

energético de células tumorais, promovendo reducdo da glicolise e da respiragdo celular, além
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de modular processos relacionados a autofagia. Os autores também observaram interacao
favoravel da 20E em associagdo com a doxorrubicina em linhagens de cancer de mama,
incluindo o CMTN, refor¢cando o interesse em investigar seu potencial como molécula
adjuvante em estratégias antitumorais.

Contudo, os compostos derivados dos produtos naturais ndo atuam apenas como
possiveis agentes citotdoxicos diretos, mas também podem agir como moduladores do MT
(REYTOR-GONZALEZ et al., 2025). Diversos compostos naturais com propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e moduladoras de vias celulares tém demonstrado capacidade
de interferir na comunica¢do entre cé€lulas neoplasicas e componentes do estroma tumoral,
incluindo fibroblastos, matriz extracelular e células imunes (TODOROVA et al., 2024).
Entretanto, essa atuagdo ainda ¢ pouco compreendida especificamente para a 20E.

Portanto, apesar desse potencial, faltam estudos sistematicos que investiguem de forma
aprofundada como a 20E poderia remodelar o MT, permanecendo essa uma lacuna relevante
para compreender seu real impacto no tratamento do CM. Dessa forma, formulamos a hipotese
de que a 20E poderia interferir ndo apenas no comportamento das células tumorais, efeito ja
evidenciado em estudos anteriores, mas também na comunicagdo estabelecida entre células
estromais, como os fibroblastos presentes no MT, possivelmente por mecanismos relacionados

a sinalizagdo purinérgica.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos da Ecdisterona sobre células de CMTN e como seu meio condicionado

modula fenotipicamente e molecularmente fibroblastos humanos

Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da Ecdisterona sobre a migragao de células de CMTN e HFF por meio
de ensaios de migracao horizontal e vertical;

e Investigar a influéncia do meio condicionado de células CMTN tratadas com
Ecdisterona sobre o comportamento migratério de HFF;

e Investigar, in silico, o potencial da Ecdisterona em se ligar a CD73;

e Avaliar os efeitos do meio condicionado de células de CMTN tratadas com Ecdisterona

sobre a expressao génica de componentes da sinalizacao purinérgica em fibroblastos.
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Resumo

O cancer de mama triplo-negativo (CMTN) ¢ o subtipo mais agressivo de CM, caracterizado
por um microambiente imunossupressor, no qual células tumorais e fibroblastos se comunicam
para favorecer a progressdo da doenga. Compostos naturais tém emergido como alternativas
promissoras para modular esse nicho e controlar de forma mais eficaz a doenga. Neste estudo,
foram investigados os efeitos da Ecdisterona (20E) sobre células de CMTN e a influéncia de
seu meio condicionado sobre fibroblastos humanos. Células de CMTN (MDA-MB-231) foram
tratadas com concentragdes ndo citotoxicas de 20E e o meio condicionado foi utilizado para
avaliar a migra¢do de fibroblastos (HFF). Para predizer o potencial de 20E de se ligar a
componentes da sinalizagdo purinérgica, foram realizados ensaios in silico de docking
molecular utilizando como alvos a enzima CD73 e os receptores A2A e A2B, comparando a
20E com os ligantes fisiologicos, monofosfato de adenosina (AMP) e adenosina (ADO), e os
inibidores quimicos de referéncia OP-5244, PSB1115 e ZM241385, respectivamente. A 20E
reduziu a capacidade migratdria das células de CMTN e de fibroblastos tratados com o meio
condicionado. Quanto a participacao de enzimas e receptores da sinalizacdo purinérgica, as
analises computacionais revelaram que 20E possui energia de ligagao de —9,2 kcal/mol para
CD73, superando o AMP e igualando-se aos inibidores sintéticos, bloqueando a fenda catalitica
por meio da interagdo vital com His243, Leul84 e Ser221. Em relagdo aos receptores A2A e
A2B, a 20E apresentou afinidades de —8,2 kcal/mol e —7,1 kcal/mol, respectivamente. Em
ambos os casos, superou a afinidade da ADO (—6,9 kcal/mol para o A2A e —6,3 kcal/mol para
0 A2B), ancorando-se nos mesmos bolsdes dos antagonistas sintéticos e estabelecendo ligagdes
de hidrogénio essenciais, como a Glul69 e Ala59 no A2A e Leul72 e Asn254 no A2B. Nos
fibroblastos tratados com meio condicionado, os transcritos de ADORA2B foram
significativamente reduzidos enquanto os de NT5E foram aumentados. Em conjunto, os
resultados sugerem que a 20E interfere tanto no comportamento das células tumorais quanto na
comunicacdo tumor-estroma, apontando a sinalizacdo purinérgica como um possivel

mecanismo de acao desse fitoecdisteroide.

Palavras-chave: Fitoesteroide, Ecdisterona, Adenosina, Docking molecular; Microambiente

tumoral.
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Introducao

O cancer de mama (CM) ¢ o cancer mais comum entre as mulheres em todo o mundo,
com cerca de 2,3 milhdes de novos casos registrados anualmente (KIM et al., 2025). Destes,
cerca de 10-20% sdo classificados como triplo-negativos (TN), ndo expressando receptores de
estrogénio (ER), progesterona (PR) e do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2
(HER2). Clinicamente, o CMTN ¢ altamente agressivo, de rapida progressdo, de pior
prognostico e com opgdes de tratamento limitadas (SABIT, H. et al., 2025). A taxa de
mortalidade desse subtipo ¢ a mais alta (LEBEDEVA et al., 2025), evidenciando quao
desafiador tem sido compreender sua heterogeneidade e desenvolver novas estratégias
terapéuticas, sobretudo diante das evidéncias crescentes sobre o papel critico do microambiente
tumoral (MT) nesse cenario (BROGNA et al., 2025).

O MT no CMTN ¢ um ecossistema complexo e dindmico composto por células imunes
e células estromais, especialmente fibroblastos associados ao cancer (CAFs), que produzem e
remodelam a matriz extracelular (ME). A literatura descreve a origem dos CAFs a partir da
ativacdo de fibroblastos residentes, os quais passam a produzir TGF-B e a expressar,
principalmente, a-SMA e FAP (FOTSITZOUDIS et al., 2022). Os fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas secretados pelos CAFs, por sua vez, suportam a progressao tumoral ao
ativar importantes vias de sinaliza¢ao envolvidas em mecanismos-chave como angiogénese,
invasdo, imunossupressdo, resisténcia a medicamentos, manuten¢cdo da pluripoténcia e
reprogramagao metabdlica (HURTADO et al., 2020).

Mecanisticamente, a sinalizagao purinérgica pode modular o MT, a transi¢ao epitélio-
mesenquimal (EMT) e a imunidade antitumoral. As células tumorais produzem pelo menos
10% mais ATP do que as células normais em decorréncia do efeito Warburg, e o ATP
intracelular ¢ uma fonte primaria para a libera¢do de purinas extracelulares no MT (JIA ef al,,
2023). A sinalizacdo ocorre através de ectonucleotidases como CD39 (ectonucleosideo
trifosfato difosfoidrolase-1, ENTPD1) e CD73 (ecto-5'-nucleotidase, NT5E), que medeiam a
hidrolise de ATP, ADP e AMP e, consequentemente, o acimulo extracelular de adenosina
(ADO) (DI VIRGILIO et al., 2024). Portanto, a degradagdo de ATP leva ao acimulo de ADO,
que, por sua vez, interage com receptores como A2A e A2B, ativando mecanismos pro-tumorais
e de resisténcia terapéutica como proliferagdo, migracdo e evasdo imune (AFFINITO et al.,
2024).

Yu e coautores (2020) demonstraram que CAFs sdo células CD73" presentes no

microambiente de cancer colorretal, sendo sua expressdo regulada pelos niveis de ADO e pela
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ativagdo dos receptores A2B, o que promove a supressdo de células T (YU et al., 2020). Nesse
contexto, a modulacdo da sinalizagcdo purinérgica e da expressdo de A2B em tumores cujo
microambiente ¢ rico em CAFs mostra-se interessante, ao permitir aliviar o ponto de controle
imunoldégico mediado por CAF-CD73. CAFs sdo abundantes no CMTN, regulando o
microambiente imunossupressor ¢ a resisténcia terapéutica (WANG et al., 2023). Nesses
tumores, o eixo CAF-CD73 ainda nao foi descrito, sobretudo considerando-o como um alvo
para novas terapias.

Produtos naturais t€ém despertado crescente interesse na pesquisa oncoldgica por sua
capacidade de interferir em vias metabdlicas, inflamatorias e imunoldgicas envolvidas na
progressao tumoral. Entre esses compostos bioativos, destaca-se a ecdisterona (20-
hydroxyecdysone — 20E), um fitoecdisteroide regulador do metabolismo energético e da
resposta imune em células de CM (SHUVALOV et al., 2020). Contudo, sua influéncia na
modulacdo funcional das CAFs via sinalizacdo purinérgica no CMTN ainda ¢ uma lacuna
relevante a ser explorada. Hipotetizamos que seus efeitos sobre as células de CMTN estejam
correlacionados a regulagdo da sinalizagdo purinérgica em CAFs, envolvendo alteracdes nas
atividades das enzimas CD39/CD73 e no perfil de citocinas. Assim, este estudo objetivou
investigar os efeitos da 20E sobre células MDA-MB-231 e como seu meio condicionado
modula alteragdes celulares, bioquimicas e moleculares em CAFs, com foco na sinalizagdo

purinérgica.

Material e métodos

Cultivo Celular

As linhagens MDA-MB-231 (CMTN #CRM-HTB-26 ™) e de fibroblastos humanos
(HFF-1 #SCRC-1041) foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC®). As
células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio L15 (Gibco) suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB - Gibco) e mantidas em atmosfera sem CO,. As células HFF foram
cultivadas em DMEM com alto teor de glicose (Gibco) e 15% de SFB em atmosfera contendo
5% de CO.. Todas foram suplementadas com Antibiotic-Antimycotic 1% (Gibco) e cultivadas
a 37 °C em atmosfera iimida até atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, condigdo em
que foram utilizadas nos experimentos subsequentes. As células foram confirmadas como livres

de micoplasma.
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Viabilidade Celular

A Ecdisterona (20E-95% de pureza), adquirida da empresa Sigma Aldrich, foi diluida
em dimetilsulféxido (DMSO - 0,5%) e utilizada nas concentragoes de 6,25, 12,5, 25, 50, 100,
200, 400 e 800 uM, ja previamente descritas como nao citotoxicas as linhagens MCF7 e MDA-
MB231 (SHUVALOV et al., 2020). Células MDA-MB-231 e HFF foram semeadas em placas
de 96 pogos nas densidades de 1,5x10* e 8,0x10° células por pogo, respectivamente, e mantidas
por 24 horas para adesdo e estabilizacdo. Em seguida, foram tratadas com 20E por um periodo
de 48 horas, quando 10 puL de solugcdo do reagente MTT (3-[4,5 dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide - Invitrogen, Waltham, MA, USA - 5 mg/mL) foram adicionados
a cada poco e mantidos em condig¢des ideais de cultivo. Apds a remocao do meio, 100 pL. de
DMSO foram adicionados para dissolver os cristais de formazan. A leitura da absorbancia foi
realizada no comprimento de onda de 560 nm utilizando o Multiskan FC Microplate Reader
TM FC (Thermo Fisher Scientific®) e a viabilidade foi calculada por meio da seguinte formula:
Citotoxicidade (%) = [(absorbancia das células tratadas com o composto/média da absorbancia

do controle) x 100]

Obtencido do Meio Condicionado

As células MDA-MB-231 foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? e tratadas
por 48 horas com 20E nas concentragdes nao-citotoxicas de 250 uM, 350 uM e 500 uM. A
concentracao de 800 uM nao foi incluida por corresponder a metade da concentracgao inibitoria
média (ICso) ja descrita para a linhagem MDA-MB-231 (SHUVALOV et al., 2020). Apos esse
periodo, o meio foi removido e substituido por meio de cultivo da HFF completo livre de
tratamento. Decorridas 24 horas, o meio condicionado resultante foi coletado, centrifugado a
1000 x g por 10 minutos, filtrado em membrana de 0,22 pum (Kasvi, Pinhais, PR, Brasil) e
utilizado imediatamente. O meio condicionado controle, proveniente das células MDA-MB-

231 nao expostas a 20E, foi coletado nas mesmas condicoes.

Migracao horizontal

A migragdo horizontal foi avaliada pelo método de cicatrizagdo de feridas (wound
healing) nas células MDA-MB-231 e HFF, tratadas diretamente com 20E, e em células HFF

tratadas com meio condicionado. Para isso, as duas linhagens foram semeadas em placas de 12
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pogos (2 x 10° células/pogo) com o meio de cultivo apropriado para o crescimento de uma
monocamada por 24 horas. Em seguida, uma ponta de pipeta estéril de 20-200 pL foi segurada
verticalmente para introduzir um risco em cada pogo. Os pogos foram, entdo, lavados com
tampao fosfato salino (PBS) 1x. Foram realizados os tratamentos diretos com 20E nas
concentragdes de 100 uM, 150uM, 250uM, 350uM e 500uM e as células HFF foram tratadas
com meio condicionado conforme descrito acima. Imagens representativas foram capturadas
nos intervalos de 0, 24 e 48 horas. Células nao tratadas foram incluidas como controle. A analise
foi realizada utilizando o software ImageJ v. 1.54¢g, e o fechamento da ferida foi medido em
percentual, utilizando a seguinte formula: (Area Inicial - Area Final) / Area Inicial x 100. Os

pocos que obtiveram fechamento completo da ferida atingiram 100% de migragao.

Migracio vertical

Para a avaliagdo da migracao vertical, membranas com poros de 8 um (Greiner Bio-one,
Alphen a/d Rijn, Holanda) foram usadas em um formato de 24 pocos, conforme metodologia
previamente descrita por Gimenes et al. (2017) com algumas modificacdes. Inicialmente,
células MDA-MB-231 (5 x 10* células/pogo) foram desagregadas e incubadas com 20E diluida
em meio sem SFB nas concentragdes de 250 uM, 350 uM e 500 uM. Células nao tratadas
também foram incluidas como controle positivo. Ao término da pré-incubagao, as células foram
transferidas para a porcao superior das camaras transwell ja hidratadas por 15 minutos com
meio completo, enquanto o compartimento inferior recebeu 600 pl. de meio de cultura
suplementado com 10% de SFB, utilizado como quimioatraente. Pocos contendo meio sem
suplementagcdo no compartimento inferior também foram incluidos como controle negativo.
Decorridas 24 horas de incubacao, as células que migraram foram fixadas ap6s coleta com swab
e coradas de acordo com o fabricante utilizando o kit Panético (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil).
A visualizacdo foi realizada em microscopio Optico Leica ICC50 HD optical microscope (Leica,
Wetzlar, HE, Germany), e imagens representativas foram capturadas com aumento de 10x. A
quantificag@o das células foi efetuada com o auxilio do software ImageJ (versao 1.54g).

A migracdo vertical de células HFF (5 x 10* células/poco) tratadas com meio
condicionado (5 x 10* células/po¢o) também foi realizada conforme conduzido para as células

MDA-MB231.

Analises in silico
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O estudo de docking molecular foi conduzido com o objetivo de investigar as interagdes
intermoleculares entre 20E, CD73, A2A e A2B. Para os calculos de docking, as estruturas
cristalograficas tridimensionais dos alvos foram obtidas no Protein Data Bank (PDB) sob os
codigos 4H2I (Knapp et al., 2012), 3EML (Jaakola et al., 2008) e 8HDP (Cai et al., 2022),
respectivamente.

Todas as estruturas macromoleculares foram previamente preparadas mediante a remog¢ao
de moléculas de agua cristalograficas, ions nao funcionais como sulfato, cloreto e sodio e
ligantes irrelevantes para o mecanismo de acdo em estudo como 4cido estedrico e colesterol.
Vale ressaltar que, para o alvo 4H2I (CD73), os fons zinco (Zn**) foram mantidos, uma vez que
sdo fundamentais para a estabilidade estrutural e coordenagao do substrato no sitio catalitico da
enzima CD73 (Knapp et al., 2012).

Seguindo protocolos computacionais consolidados, os ligantes cocristalizados nas
estruturas do PDB foram utilizados como parametros de referéncia para a defini¢do da caixa de
busca (grid box). Para a enzima CD73, adotaram-se as coordenadas do inibidor cristalizado
A12 (éster adenosilico do acido fosfometilfosfonico); para o receptor A2A, as coordenadas do
inibidor ZMA (ZM241385); e para o receptor A2B, utilizou-se a cadeia R, que continha a
adenosina (ADQO), como referéncia para mapear o sitio ortostérico. A validagdo espacial do
protocolo foi realizada por meio de redocking, obtendo-se valores de Desvio Quadratico Médio
(RMSD, do inglés Root Mean Square Deviation) de 1,891 A para o A12, 1,224 A para 0 ZMA
e 0,742 A para a ADO. Tais valores comprovam o método, enquadrando-se no limite de
aceitacdo universal de < 2,0 A (Hevener et al., 2009).

Devido a expressiva similaridade estrutural entre os receptores A2A (3EML) e A2B
(8HDP) (RMSD de 1,55 A), procedeu-se ao alinhamento tridimensional de ambos, permitindo
a padronizagdo das coordenadas da matriz de busca. A sobreposi¢do tridimensional destes
receptores e a representacdo da caixa de busca podem ser visualizadas no Apéndice A, gerada
no programa PyMOL com o plugin DockingPie 1.2 (Rosignoli & Paiardini, 2022).

As estruturas 3D da 20E, ADO, AMP e dos inibidores OP-5244 ¢ PSB1115 foram obtidas
na base de dados PubChem sob os identificadores CID: 118701161, 60961, 6083, 154585769
e 5311479, respectivamente. Como citado anteriormente, os ligantes ZMA e Al2 ja se
encontravam co-cristalizados nas estruturas do PDB. O ADO e AMP sio ligantes fisioldgicos
nativos do organismo, incluidos no estudo como comparacdo dos scores com o 20E.

As estruturas quimicas foram otimizadas empregando-se o método Hamiltoniano
semiempirico PM7 por meio do pacote MOPAC2016, visando obter conformacdes de energia

minimizada (Stewart, 2013; Stewart, 2016). Antes da otimiza¢do geométrica, os estados de
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protonacdo fisiologicos dos ligantes em pH 7,4 foram devidamente atribuidos. Este protocolo
de preparagdo de ligantes ¢ bem estabelecido na literatura de planejamento de farmacos
baseados em estrutura (Ferreira ef al., 2015). Posteriormente, os arquivos foram convertidos
para o formato PDBQT utilizando o programa Open Babel (O'Boyle et al., 2011).

Os célculos de docking molecular foram conduzidos no software AutoDock Vina (Trott
& Olson, 2010) para avaliar as energias de afinidade dos compostos com os trés alvos
selecionados. Para todas as macromoléculas, a caixa envolvendo o sitio de ligagdo teve
dimensdes fixadas em 25 x 25 x 25 A, com espagamento de 1 A. Para garantir uma busca
conformacional rigorosa e evitar o aprisionamento em minimos locais de energia, o parametro
de exaustividade foi elevado para 16, e o nimero maximo de modos de ligacdo gerados foi
definido como 20. As coordenadas cartesianas (x, y, z) do centro da caixa para a estrutura 4H2I
foram -15.761, 19.588, -33.212, e 114.250, 97.544, 79.049 para os receptores de adenosina
3EML e 8HDP.

Durante as simulagdes, as conformagdes dos ligantes foram tratadas como totalmente
flexiveis, enquanto as estruturas dos receptores foram mantidas rigidas. Este protocolo
padronizado foi recentemente validado e aplicado com sucesso (Santiago et al., 2025). Por fim,
as poses de maior afinidade e as redes de interagdes intermoleculares foram analisadas e
renderizadas utilizando o PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Versao 2.0,
Schrédinger, LLC; DeLano, 2009) e o Discovery Studio Visualizer (Versao 25.1.0.0; Biovia,
2025).

RT-qPCR

A linhagem HFF foi tratada com meio condicionado para extragdo do RNA total
utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme as instru¢des do
fabricante. Em seguida, 1 pg de RNA total foi utilizado para transcri¢do reversa e obtencao do
cDNA utilizando M-MLV RT (Invitrogen, Carlsbad, CA, US). Os alvos descritos na Tabela 1
foram amplificados por PCR em tempo real (qQPCR) em termociclador (StepOnePlus™ Real-
Time PCR System, Applied Biosystems). As reagdes técnicas foram realizadas em triplicata
utilizando Power SYBR Green SuperMix (Applied Biosystems) e volume final de trabalho de
10 pl, contendo 5 ul de SuperMix, 1 pl de solucdo estoque de primer a 5 pM e 2 ul de cDNA.
Os parametros de ciclagem compreenderam uma etapa inicial de desnatura¢dao por 10 minutos
a 95°C, seguida de 40 ciclos de amplificacdo (95°C por 15 segundos e 60°C por 60 segundos).

O gene hipoxantina fosforiltransferase (HPRT) foi utilizado como referéncia. A expressao
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relativa foi calculada pelo método Cq comparativo

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados na qPCR

Gene Primer Forward (5’-3) Primer Reverse (5°-3°) Amplicon
(pb)
HPRT GCTGAGGATTTGGAAAGGGTG GGCCTCCCATCTCCTTCATC 94
ADORA24A TCGCCATTGACCGCTACATTGC AAACGACAGCACCCAGCAGATG 107
ADORA2B TCCATCTTCAGCCTTCTGGC AAAGGCAAGGACCCAGAGGA 129
NT5E TGTGGTGGAGAGGAGCCTCA GCTGAACCACCTTGTTTTCTGAC 142

HPRT (Hipoxantina Fosforibosiltransferase); ADORA2A (Receptor de Adenosina A2A); ADORA2B (Receptor de
Adenosina 2B); NT5E (ecto-5'-nucleotidase).

Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP) e analisados pelo
GraphPad Prism 9.0 (EUA). Para a comparacao entre os grupos de estudo, foi empregado o
teste one-way ANOVA seguido de uma analise post-hoc utilizando o teste de Tukey e Dunnet.
Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos trés vezes, sendo p <

0,05 considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Citotoxicidade da Ecdisterona

Em estudo prévio, foi avaliado o efeito da 20E sobre a viabilidade das linhagens MDA -
MB-231, com valores de ICso de 1757.5 uM, apos 48 horas (SHUVALOV et al., 2020).
Presentemente, confirmamos que as concentragdes utilizadas (de 6,5 pM a 800 pM) nio sio,
de fato, citotoxicas as células de CMTN (Figura 1). As células HFF também foram tratadas
(100 uM — 500 pM), sem que se verificasse alteragdes significativas na viabilidade de

fibroblastos

Figura 1. Teste de MTT ap0s tratamento das linhagens HFF e MDA-MB-231 com diferentes
concentragdes de Ecdisterona por 48 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata e

os resultados sdo expressos como média = desvio padrdo. Nao foram observadas diferencas
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significativas.
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Efeito da Ecdisterona sobre a migracio horizontal

Embora a viabilidade das linhagens néo tenha sido modificada pelo tratamento com 20E,
esse composto natural pode regular células tumorais por diferentes mecanismos (Shuvalov et
al.,2020). Assim, a capacidade de inibir a migragdo horizontal foi analisada por meio do ensaio
de “cicatrizacdo de feridas”, j& que é um método amplamente utilizado para investigar a
capacidade de deslocamento e reparo coletivo das células em cultura. Em estudos sobre CM,
esse ensaio tem sido essencial para compreender mecanismos associados a motilidade, adesdo
e plasticidade celular, caracteristicas diretamente relacionadas ao potencial metastatico e a
agressividade tumoral (Bar-Hai ef al., 2024; Xu et al., 2025).

As células foram, entdo, tratadas por 48 horas com as concentragdes de 100 uM, 150
uM, 250 uM, 350 uM e 500 uM de 20E. A maior concentragdo (800 M) ndo foi incluida por
corresponder a metade do valor de ICso ja publicado (Shuvalov et al., 2020). Inicialmente, o
ensaio foi conduzido nas células MDA-MB-231 com tratamentos por 24 e 48 horas (Figura 2).
Na Figura 2A, apenas as concentra¢des de 350 uM e 500 uM, por se mostrarem significativas,
sdo apresentadas, e os demais resultados estdo descritos no Apéndice B. Estatisticamente, o
tratamento com 20E promoveu uma diminuigdo significativa da taxa de migragdo das células
de CMTN em comparagdo ao grupo controle tanto para 24 horas como para 48 horas. Na
linhagem de fibroblastos humanos ocorreu o fechamento completo das feridas geradas para
todos os tratamentos com 350 uM e 500 uM , com uma taxa de 100% apos o periodo de 48
horas (Figura 2B e Apéndice C).

Figura 2. Efeitos da Ecdisterona sobre a migrag@o horizontal das células de cancer de mama

triplo-negativo (MDA-MB-231) e fibroblastos humanos (HFF). (A) Células MDA-MB-231
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confluentes foram lesionadas e tratadas com Ecdisterona nas concentra¢des de 350 uM e 500
uM. A largura das ranhuras foi avaliada nos tempos 0, 24 e 48 horas por microscopia dptica
(100x%), seguida da quantificagdo da migragdo celular. (B) Células HFF confluentes foram
submetidas ao mesmo protocolo experimental e a migragdo foi avaliada apos 0, 24 e 48 horas
de tratamento. As imagens representativas e os graficos mostram a porcentagem de migragao
celular em relagdo ao controle. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, com n
=3 repeti¢des. Os valores de p sdo representados por *** (p <0,001). Tratamentos identificados

com a letra “b” diferem estatisticamente do controle.
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Efeitos da Ecdisterona sobre a migracio celular vertical de células de CMTN

A influéncia da 20E sobre a migracdo vertical das células de CMTN também foi
investigada. Para isso foram utilizadas camaras Transwell, simulando in vitro a migragdo
dirigida que precede a invasdo tumoral (CHOI et al., 2024; DU et al., 2025; HONG et al., 2022).
Células MDA -MB-231 foram tratadas por 24 e 48 horas com as concentragdes de 250 uM, 350
pM e 500 uM de 20E (Apéndice D). Nos tratamentos com 350 uM e 500 uM ocorreu a inibigdo

da migrag¢do vertical, diferindo do controle nos dois tempos experimentais (Figuras 3A e 3B).
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Figura 3. Efeitos da Ecdisterona sobre a migragdo vertical das células de cancer de mama
triplo-negativo MDA-MB-231. (A) Fotografias microscépicas do ensaio Transwell realizado
por 24 e 48 horas. (B) Representagdo grafica da migragdo vertical. Os dados sdo apresentados
como média + desvio padrdo, com n = 3 repeti¢des. Os valores de p sdo representados por * (p

< 0,05). Tratamentos identificados com a letra “b” diferem estatisticamente do controle.
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Efeitos do meio condicionado sobre a migracio de fibroblastos

Em seguida foi avaliada a migrag¢do horizontal e vertical da HFF utilizando meio
condicionado proveniente das células MDA-MB-231 tratadas com 20E. Apos o periodo de 48
horas a taxa de migragdo horizontal da HFF diminuiu nas concentragdes testadas, sendo em
média 53%, 59% e 42% para 250 uM, 350 uM e 500 pM, respectivamente (Figura 4A e
Apéndice E). Em ambos os controles, HFF com apenas meio de cultivo e HFF expostas ao meio
condicionado sem tratamento com 20E (UCM — do inglés, Untreated Conditioned Medium)
apresentaram completo fechamento da ranhura (Figura 4A). Na anélise da migragdo vertical,

conduzida nas mesmas concentragdes (Figura 4B e Apéndice F), ndo foram observadas
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diferengas estatisticamente significativas entre os grupos apos 24 horas de tratamento. Apos 48
horas, a concentragdo de 500 uM promoveu reducdo significativa da migragdo celular em

relacdo ao controle positivo e ao UCM (Figura 4B).

Figura 4. Efeitos do meio condicionado de células de cancer de mama triplo negativo (MDA-
MB-231) tratadas com Ecdisterona sobre a migracdo horizontal e vertical de fibroblastos
humanos (HFF). (A) Ensaio de migracgdo horizontal (wound healing): células HFF confluentes
foram lesionadas e tratadas com meio condicionado proveniente de células MDA-MB-231
tratadas com Ecdisterona. A largura das ranhuras foi acompanhada apos 0, 24 e 48 horas por
microscopia Optica (100x%), seguida da representagdo quantitativa da porcentagem de migragao.
(B) Ensaio de migragdo vertical (Transwell): células HFF foram tratados com meio
condicionado e avaliados apds 24 e 48 horas. S3o apresentadas imagens representativas do
ensaio e a quantificagdo da migragdo celular. Os dados sdo expressos como média + desvio
padrdo, com n = 3 repeti¢des independentes. Os valores de significancia estatistica sdo
indicados por *** (p < 0,001) e ** (p < 0,01). Tratamentos identificados com a letra “b”

diferem estatisticamente do controle.
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Docking molecular da Ecdisterona com CD73, A2A e A2B

O estudo in silico avaliou a capacidade da 20E em interagir com as cavidades catalitica e
ortostérica dos alvos CD73, A2A e A2B, respectivamente. Para estabelecer um racional de
inibicdo competitiva, ligantes endogenos (ADO e AMP) e inibidores de relevancia oncoldgica

(OP-5244, ZM241385 e PSB1115) foram utilizados como controles comparativos (Tabela 2).

Tabela 2. Afinidades (calculadas pelo AutoDock Vina em kcal/mol e representadas entre
parénteses) de ligagdo dos compostos analisados no docking molecular para os alvos CD73,

A2ae A2B

Alvo
Categoria
CD73 A2A A2B
Fitoecdisteroide 20E (-9,2) 20E (-8,2) 20E (-7,1)
Ligante cristalografico Al2 (-9,0) ZMA (-9,0) ADO (-6,0)
Ligante enddégeno AMP (-7,9) ADO (-6,9) ADO (-6,3)
Inibidor OP-5244 (-9,0) ZM241385 (-9,0) PSB1115 (-7,6)

CD73 (Ecto-5"-nucleotidase); A2A (Receptor de Adenosina A2A); A2B (Receptor de Adenosina A2B); 20E (20-
hidroxiecdisona); Al12(Ester Adenosilico do Acido Fosfometilfosfonico); ZMA/ZM241385(Ligante
cristalografico e antagonista do receptor A2A); ADO (Adenosina); AMP (Adenosina Monofosfato); OP-5244
(Inibidor de CD73); PSB1115 (Antagonista do Receptor de Adenosina A2B). Os valores entre parénteses
representam a energia de afinidade de ligacéo predita pelo AutoDock Vina, expressa em kcal/mol.

A andlise comparativa das energias de afinidade revelou um perfil de interagdao
termodinamicamente promissor para a 20E, destacando seu potencial como um modulador
multialvo da via purinérgica. O valor mais expressivo foi observado na enzima CD73, na qual
a 20E apresentou uma energia livre de ligacdo de —9,2 kcal/mol, superando ndo apenas a
afinidade do substrato endogeno AMP (-7,9 kcal/mol), como também mostrando uma
ancoragem superior aos controles de alto rigor metodolégico, sobrepondo-se levemente ao
ligante cristalografico A12 e ao inibidor de relevancia clinica OP-5244 (ambos com -9,0
kcal/mol). Esse perfil energético sugere uma forte probabilidade de inibigdo competitiva da
CD73 pelo fitoecdisteroide.

Paralelamente, nos receptores acoplados a proteina G, a 20E demonstrou uma capacidade
preditiva de antagonismo. No receptor A2A, a afinidade do fitoecdisteroide (—8,2 kcal/mol) foi

substancialmente mais favoravel do que a do seu agonista natural, a ADO (6,9 kcal/mol),
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mantendo-se em uma faixa competitiva em relag@o ao potente inibidor de referéncia ZM241385
(-9,0 kcal/mol). O mesmo padrdo de superioridade termodindmica frente ao ligante endégeno
foi reproduzido no receptor A2B, no qual a 20E (-7,1 kcal/mol) superou a ADO (—6,3 kcal/mol)
e aproximou-se significativamente do inibidor seletivo PSB1115 (-7,6 kcal/mol).

A analise estrutural da Figura 5A justifica a equivaléncia nos valores de afinidade entre a
(-9,2 kcal/mol), o A12 e o OP-5244 (ambos com —9,0 kcal/mol). Todas essas moléculas
preenchem de forma ideal a ampla fenda catalitica adjacente aos ions Zn** (esferas brancas). O
fato de o inibidor sintético (OP-5244) e 20E ocuparem rigorosamente o mesmo volume espacial
comprova que o composto natural possui impedimento estérico suficiente para bloquear

fisicamente a entrada do substrato natural no sitio ativo da enzima.

Figure 5. Resultados de docking da melhor pose de ligacdo entre a Ecdisterona (20E) e
componentes da sinaliza¢do purinérgica. (A) Ligacdo com CD73. (B) Ligagdo com A2A. (C)
Ligagdo com A2B. As estruturas de 4H2I, 3EML e 8HDP sio representadas em vermelho, ciano
e verde, respectivamente. O ion Zn>" ¢ destacado como uma esfera branca, A12 em azul,
Adenosina (ADO) em amarelo, 20E em magenta, OP-5244 em laranja, ZMA em salmio e

PSB1115 em rosa.

(A) CD73
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A Figura 5B confirma que a 20E ancora-se no sitio ortostérico do receptor A2A,
compartilhando o mesmo bolsdo ocupado pelos inibidores sintéticos. A ligeira vantagem
numérica do ZMA (-9,0 kcal/mol) decorre da presenga de anéis aromaticos planos em sua
estrutura, os quais se acomodam favoravelmente entre as hélices do receptor. Em contrapartida,
a 20E, por possuir um esqueleto esteroidal mais volumoso, ocupa a mesma cavidade com um
arranjo estérico levemente expandido, mantendo uma energia de ligagdo expressiva (—8,2
kcal/mol).

A Figura 5C ilustra a base estrutural para a modesta diferenca de afinidade observada no
receptor A2B. Por apresentar um volume molecular substancial, a 20E adota uma orientacdo
espacial ligeiramente deslocada na cavidade do receptor em comparagdo ao inibidor seletivo
PSB1115 (-7,6 kcal/mol), o que limita sua inser¢do na por¢ao mais profunda do bolsdo. Com
isso, partes do esqueleto do fitoecdisteroide interagem com residuos mais periféricos, gerando
uma pequena penalizacdo no score energético.

Finalmente, o mapeamento 2D elucidou as bases moleculares das afinidades observadas
(Figura 6). Na enzima CD73, o inibidor OP-5244 (-9,0 kcal/mol) estabelece um complexo
perfil de interagdes na fenda catalitica, destacando-se a coordenagdo metalica direta com o ion
Zn601 e uma rede de ligagdes de hidrogénio envolvendo os residuos Arg395, Asn245, Arg354
e Gly392. Por sua vez, a 20E obteve uma estabilidade termodinamica ligeiramente superior, de
-9,2 kcal/mol, ao compensar a auséncia de interacdo com o zinco através de fortes ligagdes de
hidrogénio convencionais com His243, Ser221 e Leul 84, além de uma interagao Pi-Sigma com
a Phe417. O compartilhamento da interagdo com a His243 confirma que o 20E bloqueia o
acesso a regiao farmacoforica chave da enzima, sobrepondo-se ao volume espacial do inibidor

de referéncia (Bhattarai ef al., 2015; Knapp et al., 2012).

Figure 6. Os diagramas ilustram os mapas de intera¢do 2D correspondentes aos alvos CD73,
A2A e A2B destacando as principais ligacdes de hidrogénio e os contatos hidrofébicos com
residuos de aminoacidos cruciais. (A) Interagdo com Ecdisterona (20E). (B) Interagcdo com

inibidores descritos.
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No receptor A2A, a superioridade termodinamica do controle ZMA (-9,0 kcal/mol) é

fundamentada pela sua vasta rede de intera¢des do tipo Pi (empilhamento Pi-Pi com Phel68 e

His264, e interagdes Pi-Alquil com Met270 e Val84), favorecida pela inser¢do de seus anéis

aromaticos na por¢do mais profunda e hidrofébica do bolsdo ortostérico. Em contraste, a 20E

(-8,2 kcal/mol), devido a sua natureza alifatica e esteroidal, adota um perfil de reconhecimento

polar, estabilizando-se via ligagdes de hidrogénio com Tyr271 e Asp170. Esta transi¢do de um

padrdo estritamente hidrofobico para um ancoramento mais hidrofilico justifica a diferenca
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termodinamica sem, contudo, comprometer a competitividade estrutural da 20E frente ao
receptor (Lebon et al., 2011).

Dinamica semelhante foi observada no receptor A2B. O inibidor PSB1115 (-7,6
kcal/mol) projeta-se internamente via interagdes hidrofdbicas do tipo Pi-Sulfur e Pi-Alquil com
residuos como Phel73, 11e276 e His280. Em contrapartida, o 20E (—7,1 kcal/mol) posiciona-se
de forma ligeiramente deslocada na matriz espacial do receptor, limitando seu acesso as sub-
regides mais profundas, o que reflete na leve queda de afinidade calculada. Contudo, ¢
fundamental ressaltar que tanto o PSB1115 quanto a 20E compartilham uma ligacdo de
hidrogénio vital com o residuo Asn254. A conservagdo desta intera¢do indica que o
fitoecdisteroide atua como uma barreira fisica no vetor de entrada do sitio ativo, interpondo-se

diretamente a sinalizacao adenosinérgica (Fernandez et al., 2009).

Efeitos da Ecdisterona sobre a expressio de componentes da sinaliza¢cdo purinérgica em

fibroblastos tratados com meio condicionado

Considerando o potencial da 20E de se ligar a componentes da sinalizagdo purinérgica,
a expressdo de seus transcritos foi quantificada por qPCR em células HFF tratadas com meio
condicionado (Figura 7). Apos tratamento com meio condicionado sem presenca de 20E
(UCM), foi verificado um aumento na expressao de NTSE e ADORAZ2B comparada ao controle.
Comparando-se com UCM, apenas a expressao de ADORA2B e NT5E foi modulada. Em ambas
as concentragdes foram observados menores niveis de ADORAZ2B ¢ maiores de NTS5E. Para
ADORAZ2A, foram identificados niveis maiores apenas na maior concentragao € em comparagao

com fibroblastos ndo tratados.

Figura 7. Efeitos da Ecdisterona sobre a expressdao de componentes da sinalizagdo purinérgica
em células HFF tratadas com meio condicionado. A expressdo génica foi determinada por RT-
qPCR utilizando HPRT como gene constitutivo. Os dados sdo apresentados como média +
desvio padrdo, com n = 3 repeti¢des. Os valores de p sdo representados por **** (p <0,0001);
** (p<0,01) e * (p<0,05). Tratamentos identificados com a letra “b” diferem estatisticamente

do controle.
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ADORA2A (Receptor de adenosina A2A); ADORA2B (Receptor de adenosina A2B); NTSE (Ecto-5' nucleotidase).

Discussao

A agressividade e o pior progndstico do CMTN sdo amplamente descritos na literatura,
sendo que a interagdo tumor-estroma em seu microambiente imunossupressor desempenha um
papel fundamental na progressio da doenca e na resisténcia terapéutica, impactando
dramaticamente o desfecho clinico (Niture et al., 2025). A existéncia e a reprogramacgao de
células estromais, especialmente fibroblastos, no MT influenciam o metabolismo e o status
imunologico, o que os torna alvos importantes para um tratamento efetivo (ZHANG et al.,
2024). De fato, CAFs tém sido atores-chave na evasao imunoldgica do CMTN (MENTUCCI
et al., 2025) e compreender quais vias de sinalizagcdo regulam sua ativacdo e manutencao ¢
essencial no desenvolvimento de novos métodos de tratamento ¢ na manuteng¢ao de sua eficacia.

Compostos  naturais ativos  apresentam  multiplas  atividades, incluindo
imunomoduladoras, associadas aos seus diferentes alvos e vias de transducao de sinal, o que os
torna capazes de prevenir ou superar a resisténcia terapéutica (IZZ0O; STEFANSKA, 2025). A
20E ¢ um hormonio encontrado em artropodes e plantas (ARIF et al., 2022), cujo potencial
antitumoral ja foi amplamente avaliado em linhagens de células de cancer cervical, hepatoma
(MAMADALIEVA ef al., 2011), leucemia linfoblastica aguda (LING et al., 2019), cancer de
pulmao de células ndo pequenas (SHUVALOV et al. 2023) e cancer de mama (ROMANIUK-
DRAPALA et al., 2021). Em 2023, Shuvalov e colaboradores demonstraram sua agao
antioxidante e de inibi¢do da glicolise e do contetido de ATP, sugerindo, assim, o potencial da
20E em modular o equilibrio de nucleotideos. Assim, hipotetizamos, no presente estudo, que a
20E ¢ capaz de atuar na sinaliza¢do purinérgica. Apresentamos, portanto, uma abordagem

inédita, ao demonstrar os efeitos da 20E sobre enzimas e receptores purinérgicos em células de
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CMTN e como seu meio condicionado modula o fendtipo de fibroblastos.

Para isso, foram utilizadas concentra¢des ndo citotoxicas da 20E. De fato, o potencial
antitumoral de um composto ndo estd associado apenas aos mecanismos de morte, o que ficou
evidente na capacidade da 20E em inibir a migracdo, tanto horizontal quanto vertical, das
células MDA-MB-231, sugerindo a acdo desse composto em vias relacionadas a invasdo e
progressdo. O meio condicionado das células de CMTN tratadas com Ecdisterona foi entdo
coletado, e utilizado no tratamento de fibroblastos humanos, uma vez que a fenoconversao de
fibroblastos normais da pele para CAFs ja foi previamente descrita em células HFF tratadas
com meio condicionado de células de cancer de ovario (FERRARESI et al., 2024).

Interessantemente, o meio condicionado inibiu a migracao horizontal dos fibroblastos,
0 que ndo aconteceu quando as células HFF foram tratadas diretamente com a 20E. Portanto, o
secretoma das células de CMTN tratadas influenciou o comportamento dos fibroblastos,
sugerindo o potencial da 20E em modular essas células estromais no MT.

Ja foi descrito na literatura que os fatores secretados por células tumorais no meio
condicionado incluem metabolitos, citocinas e fatores de crescimento, que se assemelham aos
niveis presentes nos microambientes in vivo. Assim, o meio condicionado tem se mostrado um
sistema experimental conveniente para estudar a interacdo tumor-estroma (ZHUANG et al.,
2018). Considerando que CAFs no MT superexpressam CD73 e que esta enzima se encontra
diretamente relacionada a imunossupressao por aumentar os niveis de ADO (YU et al., 2020),
sugerimos que os efeitos aqui observados estejam relacionados a componentes da sinalizagao
purinérgica.

Interessantemente, os dados de docking molecular evidenciaram que a 20E apresenta a
complementaridade estérica e a estabilidade termodinamica necessarias para competir de forma
eficaz com a ADO e AMP em seus respectivos sitios de ligagdo, assim como os inibidores de
referéncia. Ademais, a andlise tridimensional atestou que a 20E ndo se liga de forma periférica
ou inespecifica a superficie proteica, mas sim de maneira direcionada aos mesmos bolsdes
ativos alvo de farmacos oncoldgicos. Ao demonstrar capacidade preditiva para bloquear o eixo
de sinalizagdo imunossupressora no MT, este metabdlito secundario se apresenta como um
fitoquimico promissor enquanto modulador da sinalizagdo purinérgica. Por esta razdo,
investigou-se se a 20E também seria capaz de modular a expressdo de componentes da
sinalizacdo purinérgica nos fibroblastos tratados com meio condicionado. Apds tratamento com
meio condicionado sem a presenca de 20E (UCM), os niveis de NT5E aumentaram. Como a
predicdo in silico revelou o potencial de 20E de atuar sobre CD73, o aumento de seus transcritos

apos tratamento com meio condicionado com 20E pode revelar um feedback molecular, na
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tentativa de restaurar sua possivel inibi¢do. Congruentemente, predizendo-se menores niveis de
ADO, ha um aumento de ADORA2A e menor expressio de ADORA2B, refor¢ando o eixo
CD73-ADO-A2A, uma vez que, como ja descrito, ADO extracelular exerce inibi¢do imune
preferencialmente por meio do receptor adenosinérgico A2A (YU et al., 2020).

Esses resultados complementam os dados de docking, uma vez que a interagdo predita
da 20E com CD73, A2B ¢ A2B converge com a modulagdo dos niveis de seus transcritos.
Embora a afinidade molecular predita e a expressdo gé€nica representem fenomenos distintos,
os achados fortalecem a hipotese de participacao da sinaliza¢do purinérgica nos efeitos da 20E.
Assim, essa modulacdo ocorre ndo apenas diretamente nas cé¢lulas de CMTN, mas também na
comunicacao paracrina estabelecida com os fibroblastos, podendo contribuir para as alteragdes
de migracdo observadas neste estudo. No entanto, ainda sdo necessarios estudos funcionais para
determinar como as alteragdes transcricionais e as interagdes preditas interferem efetivamente

na atividade da via purinérgica.

Conclusao

20E, em concentragdes nao citotdxicas, inibiu a migracao horizontal e vertical de células
de CMTN, enquanto o meio condicionado das células tratadas interferiu no comportamento
migratério dos fibroblastos humanos. A abordagem computacional in silico demonstrou que
20E apresenta estabilidade termodinamica e complementaridade espacial altamente favoraveis
para atuar como um modulador da sinalizagdo purinérgica. 20E ocupa efetivamente as regioes
farmacoforicas criticas da enzima CD73 e dos receptores de adenosina A2A e A2B, superando
as afinidades de ligacao de seus ligantes endogenos AMP e ADO. Notavelmente, as robustas
redes de ligagdes de hidrogénio formadas pela 20E, particularmente com residuos essenciais
como His243, Leul84 e Ser221 na CD73, Glul69 e Ala59 no receptor A2A e Leul72 e Asn254
no receptor A2B, mimetizam os mecanismos de bloqueio de inibidores ja descritos.
Congruentemente, 20E modulou diferencialmente a expressdo dos genes codificantes de CD73,
A2A e A2B. Esses achados sugerem que a 20E possui potencial como composto promissor para
o desenvolvimento de novos agentes imunoterapéuticos, fornecendo uma base estrutural para
antagonizar competitivamente o MT imunossupressor. Ademais, este estudo amplia a
compreensao sobre os efeitos da 20E no CMTN e abre novas perspectivas para seu potencial

na modulacao da intera¢dao tumor-estroma.
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Graphical abstract

Representagdo esquematica dos efeitos da Ecdisterona (20E) sobre células de cancer de mama
triplo-negativo (MDA-MB-231) e da influéncia de seu meio condicionado sobre fibroblastos
humanos (HFF). Em concentra¢des nao citotoxicas, a 20E reduziu a migracdo das células
MDA-MB-231. O meio condicionado proveniente das células tumorais tratadas com 20E
reduziu a migracdo dos fibroblastos ¢ modulou componentes da sinalizagdo purinérgica.
Analises de docking molecular demonstraram o potencial de interagdo da 20E com CD73 e com
os receptores de adenosina A2a e A2b. Nos fibroblastos expostos ao meio condicionado, a
analise por RT-qPCR evidenciou reducdo de ADORA2B e aumento de NT5E, sugerindo a

participagdo da sinalizag¢do purinérgica na modulacdo da comunicag@o tumor-estroma.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a Ecdisterona, em concentragcdes nao
citotoxicas, foi capaz de modular o comportamento de células de CMTN e influenciar
fibroblastos humanos. A 20E reduziu a capacidade migratoria das células MDA-MB-231,
enquanto o meio condicionado proveniente dessas células tratadas interferiu na migracao dos
fibroblastos, evidenciando que seus efeitos ndo se restringem a acdo direta sobre as células
tumorais, mas também repercutem sobre cé€lulas presentes em seu microambiente tumoral. A
investigacao da sinalizagdo purinérgica permitiu estabelecer uma possivel relagao entre essa via
e os efeitos observados. As analises in silico demonstraram o potencial da 20E de interagir com
CD73 e com os receptores de adenosina A2A e A2B, enquanto o tratamento dos fibroblastos
com o meio condicionado modulou a expressdo de componentes dessa mesma via,
especialmente ADORA2B e NT5E. Em conjunto, esses achados sugerem que a 20E pode
interferir na interacao tumor-estroma por mecanismos relacionados a sinaliza¢dao purinérgica.
Dessa forma, os achados obtidos ampliam a compreensdo sobre a atuagdo da 20E no CMTN e
abrem novas perspectivas para a investigacdo da sinalizagdo purinérgica como alvo na

modulacao do microambiente tumoral.
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APENDICE

APENDICE A - Estruturas dos receptores 3EML (ciano) e SHDP (verde) alinhadas
estruturalmente no programa PyMOL. As coordenadas do grid box foram projetadas e

visualizadas utilizando o plugin DockingPie 1.2.
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APENDICE B - Efeitos da Ecdisterona sobre a migracao horizontal das células de cancer
de mama triplo-negativo (MDA-MB-231). (A) Células MDA-MB-231 confluentes foram
lesionadas e tratadas com Ecdisterona e a largura das ranhuras foi examinada apds 0, 24 e 48
horas utilizando um microscépio 6ptico com aumento de 100x. (B) A representacdo quantitativa
da inibi¢do da migra¢do. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, com n =3
repeti¢des. Os valores de p sdo representados por **** (p < 0,0001), *** (p <0,001), ** (p <
0,01) e * (p < 0,05). Tratamentos identificados com a letra “b” diferem estatisticamente do

controle.
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APENDICE C - Efeitos da Ecdisterona sobre a migracio horizontal das células de
fibroblastos. (A) Células HFF confluentes foram lesionadas e tratadas com Ecdisterona e a
largura das ranhuras foi examinada ap6s 0, 24 e 48 horas utilizando um microscopio dptico com
aumento de 100x. (B) A representa¢do quantitativa da inibi¢do da migrag¢do. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrdo, com n = 3 repeti¢des. Os valores de p sdo
representados por **** (p <0,0001) e ** (p <0,01). Tratamentos identificados com a letra “b”

diferem estatisticamente do controle.
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APENDICE D - Efeitos da Ecdisterona sobre a migracao vertical das células de cancer de
mama triplo-negativo MDA-MB-231. (A) Fotografias microscopicas do ensaio Transwell
realizado por 24 e 48 horas. (B) Representacdo grafica da migrag¢do vertical. Os dados sdo
apresentados como média + desvio padrio, com n = 3 repetigdes. Os valores de p sdo
representados por ** (p<0,01) e * (p<0,05). Tratamentos identificados com a letra “b” diferem

estatisticamente do controle.
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APENDICE E - Efeitos do meio condicionado de células de cincer de mama triplo
negativo MDA-MB-231 tratadas com Ecdisterona sobre a migracio horizontal de
fibroblastos humanos. (A) Células HFF confluentes foram lesionadas e tratadas com meio
condicionado e a largura das ranhuras foi examinada apds 0, 24 e 48 horas utilizando um
microscopio optico com aumento de 100x. (B) A representagdo quantitativa da inibi¢cdo da
migragdo. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo, com n = 3 repeti¢des. Os
valores de p sdo representados por *** (p < 0,001); ** (p <0,01) e * (p <0,05). Tratamentos

identificados com a letra “b” diferem estatisticamente do controle.
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APENDICE F - Efeitos do meio condicionado sobre a migracao vertical de fibroblastos.
(A) Fotografias microscopicas do ensaio Transwell realizado por 24 e 48 horas. (B)
Representagdo grafica da migracdo vertical. Os dados sdo apresentados como média + desvio
padrdo, com n = 3 repeti¢des. Os valores de p sdo representados por ** (p <0,01). Tratamentos

identificados com a letra “b” diferem estatisticamente do controle.
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