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RESUMO

RODRIGUES, Mariana Moreno de Sousa. Investigacdo do papel de APE1 para a
sinalizacao e atividade de STAT3 em modelos celulares de cincer de mama. 2024. 117 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A proteina APE1 atua no reparo de DNA, e pelo seu dominio redox, na ativagao de
fatores de transcrigdo envolvidos na progressao tumoral. Entre esses, STAT3 regula a ativagao
de genes envolvidos na proliferacdo, sobrevivéncia e metastase. Com isso, APE1 e STAT3
emergem como potenciais alvos terapéuticos para o cancer. Previamente mostramos que a
inibi¢do combinada de APE1 e STAT3 em células de cancer de mama reduzem ainda mais a
viabilidade quando comparado ao tratamento individual. Este dado sugere a coparticipagdo de
APE1 e STAT3 para a sobrevivéncia celular no cancer de mama, porém o papel dessas
sinalizacdes na aquisicdo de caracteristicas relacionadas ao fendtipo maligno ainda ¢
desconhecido no cancer de mama. Esse tipo de cancer ¢ o mais frequente em mulheres, e em
estagios avangados pode se tornar resistente a terapias e formar metdstases. Portanto,
investigamos a contribui¢ao de APE1 para a ativagdo e atividade transcricional de STAT3, além
do impacto dessa inter-relagdo para o fenotipo maligno de células de cancer de mama. Para isso,
analisamos, nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, o efeito dos inibidores de APE1 e STAT3
sobre: a atividade transcricional de STAT3, por ensaio de gene reporter, a viabilidade celular,
por WST-1; a proliferagdo, por formagao de colonia; a morte celular, por citometria; a migragao,
por Wound Healing; e a invasdo, por transmigracdo em membrana Transwell revestidas de
matrigel. Também investigamos o impacto dessa sinalizagdo nos niveis de mRNA de genes que
regulam positivamente a migracdo (RHOU e FSCN1), a transigado epitélio-mesenquimal (VIM,
FNI, CDH2, MMP9 e SNAII), a proliferagdao e sobrevivéncia celular (BIRCS5, MKi67 e
CCND1I), além de FOS que ¢ um alvo de STAT3. Os niveis de mRNA foram analisados por RT-
gPCR e as andlises in silico foram realizadas por ferramentas de bioinformatica, pelas quais
também foi possivel avaliar os niveis de fosforilagdo de STAT3. A combinagdo do inibidor
redox de APE1, APX2009, com o inibidor de STAT3, Stattic, reduz ainda mais a viabilidade
celular, proliferagdo, migracdo e invasdo de células de cancer de mama, comparado ao
tratamento individual. Ainda, Stattic, individualmente ou combinado com APX2009, diminui
os niveis dos marcadores mesenquimais vimentina e fibronectina nas células MCF-7. As
analises in silico indicaram que os niveis das assinaturas de STAT3 e APEI, estdo positivamente
correlacionados entre si e com os niveis de assinaturas de proliferacdo e TEM. Além disso, os
niveis de STAT3 fosforilado sdo positivamente correlacionados com os niveis proteicos dos
marcadores mesenquimais vimentina e Snail, e amostras com altos niveis de STAT3 também
exibem altos niveis de fibronectina e N-caderina, e baixos niveis do marcador epitelial E-
caderina. Portanto, sugerimos que a combinag¢ao da inibi¢do redox de APE1 e de STAT3, ¢ uma
estratégia eficaz em reduzir a sobrevivéncia e fenotipo maligno de células de cancer de mama.
Dessa forma, os resultados sugerem um importante papel da atividade redox de APE1 e de
STAT3 no cancer de mama, o que pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas promissoras contra esse cancer.

Palavras-chave: APE1; STAT3; agressividade; cancer de mama.



ABSTRACT

RODRIGUES, Mariana Moreno de Sousa. Investigation of APE1 role in STAT3 signaling
and activity in breast cancer cell models. 2024. 117 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The APEI protein acts in DNA repair and activating transcription factors involved in
cancer progression through its redox domain. Among them, STAT3 regulates the activation of
genes related to proliferation, survival, and metastasis. Therefore, APE1 and STAT3 emerge as
potential therapeutic targets for cancer. Previous results demonstrated that the combined
inhibition of APE1 and STAT3 in breast cancer cells led to a higher decrease in cell viability
compared to the individual treatment. This data suggests a co-participation of APE1 and STAT3
in breast cancer cell survival, however, the role of these signaling in the acquisition of
characteristics related to the malignant phenotype is still unclear in breast cancer. This cancer
Is the most frequent among women, and in advanced stages, the tumors can become resistant to
therapies and form metastasis. Thus, we investigated the contribution of APEL to the activation
and transcriptional activity of STAT3, as well as the impact of this inter-relation for breast
cancer malignant phenotype. For this purpose, we analyze in MDA-MB-231 and MCF-7 breast
cancer cell lines, the effects of APEL and STATS3 inhibitors in: the transcriptional activity of
STATS3, by gene reporter assay; in the cell viability, by WST-1; cell proliferation, by colony
formation; in cell death, by flow cytometry; in cell migration, by Wound Healing; and invasion,
by transmigration on a Matrigel-coated Transwell membrane. We also investigated this
signaling impact on the breast cancer mRNA levels of genes that positively regulate cell
migration (RHOU and FSCN1), genes that promote the EMT (VIM, FN1, CDH2, MMP9 and
SNAI1), genes that promote cell proliferation and survival (BIRC5, MKi67 and CCND1),
besides the STAT3 target FOS. The mRNA levels were analyzed by RT-qPCR and in silico by
multiple bioinformatic tools, also used to evaluate the levels of STAT3 phosphorylation. The
combination of APEL redox inhibitor, APX2009, and STATS3 inhibitor, Stattic, can further
reduce cell viability, proliferation, migration, and invasion of breast cancer cells compared to
individual treatments. Moreover, Stattic individually or in combination with APX2009,
decreases the mesenchymal markers vimentin and fibronectin levels in the MCF-7 cell line. In
silico analysis indicates that the STAT3 and redox APE1 signature levels positively correlate
with each Other and EMT and proliferation signatures in breast cancer samples. Besides that,
phosphorylated STAT3 levels are positively correlated with the levels of mesenchymal
markers, such as vimentin and snail. The samples with high levels of phosphorylated STAT3
also have high levels of fibronectin and N-cadherin and low levels of the epithelial marker E-
cadherin. Therefore, we suggest that combined APE1 and STAT3 inhibition is a more efficient
strategy to reduce breast cancer cell survival and malignant phenotype. Thus, the results suggest
an important role of redox APE1l and STAT3 in breast cancer, which contributes to the
development of promising therapeutic strategies against breast cancer.

Keywords: APE1; STAT3; aggressiveness; breast cancer.
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INTRODUCAO

AP-Endonuclease 1 (APE1) ¢ uma proteina que tem niveis elevados em diversos tipos
de cancer, regulando vias relacionadas a agressividade tumoral. Apesar de seu importante papel
na via de reparo por excisdo de bases (BER), o dominio N-terminal de APEl tem sido
amplamente estudado pela sua atividade redox, capaz de promover a ativacdo de fatores de
transcricdo envolvidos na progressao do cancer, como STAT3, HIF1A, NF-xB, AP-1 e TP53.
Como ambas as fungdes de APE1, reparo de DNA e sinalizagdo celular, sdo importantes para a
manuten¢do da integridade celular, tumorigénese e progressdo tumoral, essa proteina tem sido
descrita como um importante alvo para terapias contra o cancer e sua inibi¢ao ja se encontra
em estudos clinicos. Ainda, nosso grupo mostrou que a inibi¢do da por¢do redox de APEI
provoca redugdo da viabilidade celular de linhagens de cancer de mama.

Dos fatores de transcrig¢@o citados, STAT3 ¢ elencado como um alvo significativo para
reducdo da viabilidade celular em cancer. STAT3 participa da via JAK/STAT na qual ¢ ativado,
por fosforilagdo, e se transloca para o nucleo. No nucleo, STAT3 se liga ao DNA na regido
promotora de genes alvos relacionados a promog¢ao de processos essenciais para o cancer, como
sobrevivéncia, proliferagdo, migracdo, invasdo e metastase. Assim como APEI, STAT3 tem
seus niveis aumentados em diferentes tipos de cancer e € altamente relacionado a aquisi¢ao do
fenotipo maligno. Anteriormente, também mostramos que sua inibi¢do diminui a viabilidade
celular em linhagens de cancer de mama.

Em resultados prévios, mostramos que a inibicdo combinada de APE] e STAT3 em
células de cancer de mama reduzem ainda mais a viabilidade quando comparada a inibi¢do de
s6 uma das vias. Este dado sugere a coparticipagdo de APE1 e STAT3 para a sobrevivéncia
celular no cancer de mama. Entretanto, a regulacdo entre essas proteinas ainda ¢ desconhecida
em processos relacionados a agressividade, tal como a metéstase. Portanto, esse trabalho visa
investigar a contribuicdo de APE1 para a ativagao e atividade transcricional de STAT3, tal como
o impacto dessa inter-relagdo para processos de migracdo e invasao de células de cancer de
mama.

O cancer de mama € o mais incidente entre as mulheres no Brasil e no mundo, sendo a
principal causa de morte por cancer deste publico. Ao atingir estdgios mais avangados, as
chances de cura diminuem, devido ao aumento da resisténcia a tratamentos convencionais e
formagdo de metastases. Nesse contexto ¢ com os resultados obtidos, o entendimento da
biologia desses tumores com foco em novos alvos moleculares, tal como APE1 e STAT3, pode

ser um campo promissor para futuras abordagens contra a doenca.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.0 Cancer de mama

O cancer ¢ caracterizado como um conjunto de doengas que t€ém em comum o crescimento
descontrolado de células e a capacidade de invadir tecidos e 6rgaos (INCA). Além disso, € a
segunda principal causa de morte no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes de dbitos em
2018 (OMS).

O tipo de cancer mais comum entre as mulheres tanto em nivel nacional quanto global, ¢ o
cancer de mama, sendo o quinto tipo de cancer com maior taxa de mortalidade no mundo, atras
do cancer de pulmao, colorretal, figado e estomago (GLOBOCAN, 2022). De acordo com o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), foram estimados mais de 70 mil novos casos de cancer
de mama em mulheres para cada ano do tri€nio de 2023 a 2025. Além de altas taxas de
incidéncia, o cancer de mama ¢ a principal causa de morte por cancer em pessoas do sexo
feminino, com cerca de 18 mil 6bitos em 2021. Em escala global, a incidéncia de cancer de
mama em mulheres foi de mais de 2 milhdes de casos em 2022, correspondendo a 23,8% dos
casos totais de todos os tipos de cancer, também sendo a principal causa de morte por cancer,
com um numero total de 666.103 casos (15,4%), em mulheres (GLOBOCAN,2022).

Apesar dos avangos cientificos nas descobertas de novas terapias e incentivo ao diagnostico
precoce, as estimativas de incidéncia de cancer ainda possuem a tendéncia de aumento ao longo
dos anos. De 2022 a 2050 sdo esperados mais de 3 milhdes de novos casos de cancer de mama
em mulheres (GLOBOCAN, 2022). Este fato estd associado aos habitos de vida, como
alimentagao, uso de drogas (como tabaco), além do envelhecimento da populagao. Dentre esses,
aidade, acima de 50 anos, ¢ um dos fatores de risco mais considerdveis para o cancer de mama,
também devem ser levados em consideragdo a historia reprodutiva, sedentarismo e fatores
hereditarios, este ultimo corresponde a 5-10% dos casos (INCA, 2024).

Quando detectado precocemente, o cancer de mama exibe chances de cura consideraveis,
entretanto quanto mais tardio o diagnéstico, maiores as chances da doenca atingir estagios
avancados, com resisténcia aos tratamentos e maior agressividade, podendo ocorrer metéstases

(SUN et al., 2017).
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1.2.Subtipos de Cancer de mama

O cancer de mama ¢ uma doenca que apresenta alta heterogeneidade intra- e inter-tumoral.
A heterogeneidade intratumoral demonstra as diferentes populagdes de células que formam a
massa tumoral (LUOND; TIEDE; CHRISTOFORI, 2021). J4 a heterogeneidade intertumoral
se refere a diferenca dos tumores entre os individuos, refletindo em diferentes subtipos de
tumores.

Os subtipos de cancer de mama sao definidos de acordo com uma classificag@o histologica
baseada na expressdo do receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR) e receptor
do fator de crescimento epidérmico (HER-2), além do marcador de proliferacdo Ki67. Os
principais subtipos sdo: Luminal A, Luminal B, HER-2 enriquecido e Basal-like (Fig.1)
(SORLIE, 2004; PRAT; PEROU, 2011; HASHMI et al., 2019).

O subtipo Luminal A ¢ o subtipo mais comum, representando cerca de 50 a 60% dos
tumores, possui uma alta expressao dos receptores ER e/ou PR, com uma menor expressao de
genes que participam da proliferacdo, com baixos niveis do marcador Ki67 (cerca de 24%),
além de ndo expressar os receptores HER-2. Se trata de um subtipo com progndstico favoravel
e seu tratamento ¢ feito principalmente com terapia enddcrina cujos alvos sdo os receptores
hormonais.

O subtipo Luminal B representa cerca de 15 a 20% dos canceres de mama e, quando
comparado ao subtipo Luminal A, possui maior expressao de genes relacionados a proliferagao,
como Ki67 (cerca de 35%), e consequentemente um pior progndstico e maior agressividade.
Esse subtipo € positivo para os receptores ER e/ou PR, além de poder ou ndo expressar o
receptor HER-2. A principal forma de terapia também ¢ a enddcrina.

O subtipo HER-2 enriquecido também representa cerca de 15 a 20% dos casos,
apresentando um maior fendtipo de agressividade. Esse subtipo € negativo para os receptores
ER e PR, e positivo para HER-2. A principal forma de tratamento ¢ a terapia alvo contra a
proteina HER-2, com o anticorpo monoclonal Trastuzumabe que reconhece e bloqueia a a¢do
do receptor HER-2.

O subtipo Basal-like representa de 8 a 37% dos tumores e ¢ caracterizado pela positividade
para marcadores basais (queratinas 5, 14 e 17) e por ndo expressar os receptores ER, PR e HER-
2, também sendo um subtipo com grande agressividade e pior progndstico. Por ser negativo
para os trés receptores, também pode ser chamado de triplo negativo. Entretanto, os termos

Basal e triplo negativo nao sdo sindnimos, visto que o basal ¢ um subtipo mais especifico dentro
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dos triplo negativos, o qual é caracterizado pela expressdo das queratinas citadas. Por ter
auséncia dos trés receptores, ndo apresenta um alvo direcionado para a terapia, sendo mais
comum o uso de quimioterapicos.

Portanto, a identificacdo do subtipo € essencial para o melhor diagnostico e prognostico do
paciente, podendo garantir melhores formas de tratamento e aumentar a sobrevida (YEO;
GUAN, 2017).

Figura 1- Os subtipos de cancer de mama.

O

Triplo negativo . .
i Agressividade
Basal (8-37%):

ER/PR - HER2 - + Ki67

ER/PR - HER2 +

Luminal A (50-60%):
ER/PR + HER2 -

HER2 enriquecido (15-20%): I

Legenda: Os canceres de mama sdo classificados em quatro principais subtipos de acordo com a expressdo de
receptores de estrogénio, progesterona e HER-2. O subtipo Luminal A e B apresentam marcagao
positiva para os receptores hormonais, porém o Luminal B, pode apresentar ou ndo a expressao de HER-
2. O subtipo Luminal A ¢ considerado o de melhor progndstico e corresponde a maior parte dos tumores,
além de ter baixa expressdo de Ki67. O subtipo HER-2 enriquecido ¢ negativo para os receptores
hormonais, porém apresenta alta expressdo de HER-2. Ja o subtipo Basal, ¢ triplo negativo, ou seja, ndo

expressa nenhum dos trés receptores, sendo considerado o de maior agressividade e pior progndstico.
Fonte: A autora, 2024.

1.3.Agressividade tumoral

Os subtipos de cancer de mama variam em niveis de agressividade tumoral. Esse fenotipo
¢ normalmente caracterizado pela formagdo de metéstases, processo conhecido como a

capacidade das células tumorais invadirem e colonizarem tecidos e Orgdos distantes
(VALASTYAN; WEINBERG, 2011).
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A cascata metastatica ¢ um processo complexo, e somente cerca de 0,01% das células que
alcangam a circulagdo sanguinea, conseguirdo sobreviver e se instalar em um novo sitio,
concretizando assim o processo de metastase. Esse processo ocorre através de uma série de
eventos que favorecem a migracao das células tumorais para o nicho metastatico, um destes ¢
o estimulo para a formagdo de novos vasos sanguineos que tem por objetivo aumentar o aporte
de nutrientes e oxigénio a massa tumoral.

Parte das células que compdem o tumor adquirem a capacidade de invasdo e migragao,
coordenados por mecanismos celulares e moleculares, os quais permitem o alcance de tecidos
adjacentes e a intravasdo em vasos sanguineos e linfaticos. As células tumorais podem passar
por uma alteracdo fenotipica que contribui para sua sobrevivéncia neste processo. Essa
alteragdo ¢ conhecida como transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM), a qual altera
substancialmente a plasticidade dessas células.

Chegando ao sitio metastatico, as células sobreviventes se aderem ao endotélio que constitui
o interior dos vasos sanguineos e ocorre a extravasdao para o novo 6rgdo. Neste sitio, essas
células podem retornar ao fenotipo epitelial, realizando o processo inverso conhecido como
transi¢do mesénquima-epitelial (TME), voltam a proliferar, e estabelecem um novo
microambiente tumoral (FIDLER, 2003; VALASTYAN; WEINBERG, 2011).

A TEM ¢ um dos mecanismos utilizados pelas células tumorais para a formacgdo de
metastases. Nesse processo, as células perdem caracteristicas epiteliais, com perda da
polaridade celular e de marcadores como E-caderina, e adquirem caracteristicas mesenquimais,
passando a apresentar marcadores como N-caderina e vimentina. A partir disso, essas células
ganham a capacidade de migracdo e invasdo para atingir outras areas do organismo. A TEM ¢
um processo reversivel e € regulado por diversos fatores de transcri¢ao, como TWIST1, SLUG,
SNAIL, ZEB1 e ZEB2 (SIP1) (Zhang and Weinberg 2018).

A migracdo celular € um processo que pode ocorrer de maneira individual ou coletiva, que
envolve a polarizagdo celular, com reorganizacao do citoesqueleto e formacao de protusdes de
membrana. Esse processo ¢ regulado por proteinas da familia RHO, como RHOU, RAC e
CDC42 (MAYOR; ETIENNE-MANNEVILLE, 2016). Além da capacidade de migrar, as
células também podem invadir os tecidos adjacentes, dessa forma, as metaloproteinases que sao
proteinas importantes para o processo de metastase, também sao reguladas durante a TEM.
Essas proteinas tém como funcao a degradacao da matriz extracelular, facilitando a passagem
das células no processo de migracao e invasdo (SCHEAU et al., 2019).

Os tumores de mama classificados como triplo negativos sdo considerados os de maior

agressividade, exibem pior prognostico da doenca e maior probabilidade de ocorréncia de
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metastases (YIN et al., 2020). Por outro lado, o Luminal A que corresponde a maior parte dos
casos de cancer de mama e exibe um melhor progndstico comparado aos outros subtipos, em
estagios avancados exibe maior risco de metastase dssea comparado a outros subtipos (WANG
et al., 2023). As metastases Osseas sdo consideradas agressivas e reduzem a sobrevida do
paciente (ZULAUF et al., 2019).

Tendo em vista a heterogeneidade tumoral que impacta também em diferentes niveis de
agressividade entre os subtipos de cancer de mama, torna-se necessario a descoberta de novos
tratamentos e alvos mais eficazes para diminuir a agressividade tumoral. Com isso, a proteina
APEL1, especificamente sua fun¢do redox, tem sido apontada como um possivel alvo, devido a
seu potencial em favorecer processos de sobrevivéncia, proliferagdo, e agressividade, como

invasdo e migragao.

1.4.AP-Endonuclease 1 (APE1/REF-1)

A AP-endonuclease 1 ¢ codificada pelo gene Apurinico/Apirimidinico
Endodeoxirribonuclease 1 (APEXI), localizado no cromossomo 14q11.2-q12. A nomenclatura
REF-1 faz mencao a atividade redox cujo acronimo ¢ originado de redox factor 1. Para tal, as
possibilidades encontradas nos artigos para essa proteina sao: APE1, REF-1 ou APE1/REF-1.
Essa proteina ¢ constituida por dois dominios com fungdes distintas, como o reparo de DNA e
aregulacdo de fatores de transcri¢cdo, sendo essas fun¢des independentes (Fig.2). O dominio C-
terminal possui sua tradicional fun¢do de reparo de DNA, através do qual APE1 atua na via de
reparo por excisao de bases (BER), importante para manter a integridade e sobrevivéncia
celular. Na via de BER, glicosilases reconhecem e removem um dano em bases do DNA,
causados por oxidacdo, alquilagdo e quebras de fita simples. Essa remocao leva a formacao de
um sitio apurinico ou apirimidinico (sitio AP), onde a atividade de endonuclease de APE1 ird
atuar para reparar o dano, provocando a clivagem do esqueleto fosfodiéster do DNA na por¢ao
5’ do sitio AP, posteriormente ocorre a remoc¢do dos residuos de 5’-fosfato-desoxirribose,
sintese de DNA pela DNA polimerase e ligacdo pela ligase (WHITAKER; FREUDENTHAL,
2018).

J4 0 dominio N-terminal € responsavel pela funcao redox de APE1, regulando a ativacao de
fatores de transcricdo. Essa ativag@o ocorre através de reacdes de oxi-reducao, em que APE1 se

torna oxidado ao provocar a reducdo de residuos de cisteina oxidados de fatores de transcricao.
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Dessa forma, esse fator reduzido se torna ativado e € capaz de, no nucleo, se ligar a regides
promotoras de genes alvos, estimulando sua transcri¢do. Diferentes fatores ja foram
identificados como regulados por APE1, como o Transdutor de Sinal e Ativador de Transcrigao
3 (STAT3), Fator Induzido por Hipoxia (HIF1A), Fator Nuclear kappa B (NFKB), Proteina
Ativadora 1 (AP-1) e TP53 (SHAH et al., 2017a). Ainda, novas func¢des tém sido descobertas
para essa proteina, como o papel de APE1 no metabolismo de RNA (MALFATTI et al., 2023).

Devido a suas multiplas fungdes, APE1 tem sido estudada como possivel alvo de terapias
em diferentes doengas e condigdes, como retinopatias, neuropatias, inflamacao, doencas
cardiovasculares e cancer (CHOI; JOO; JEON, 2016; SHAH et al., 2017a).

Figura 2-Representacdo da estrutura da proteina APE1 e suas atuagdes.

A APE1/REF-1

N-terminal C-terminal

B ~ -
APE1/REF-1 @ \—‘ \ Sitio AP
: -

APE1/REF-1

NF-xB
AP-1
p53

STAT3
HIF-1a || APE1
—7 AT DX 34

Legenda: (A) A proteina APE1 apresenta dois principais dominios, o N-terminal com fung&o redox, e o C-terminal
com sua fungdo de endonuclease. (B) O dominio redox de APE1 ¢é responsavel por promover a redugdo
de residuos de cisteina de fatores de transcri¢do, ativando-os. Assim, quando ativados se ligam ao
promotor de genes alvos. (C) Ja o dominio C-terminal é responsavel pela atuacdo de APE1 no reparo
de DNA por excisdo de bases. TF: fator de transcri¢do; R: reduzido; O: oxidado.

Fonte: Modificado de Siqueira et al. 2024.

1.5.APE1 no Cancer

A proteina APEI através de sua fun¢do de reparo de DNA e coativacdo de fatores de
transcri¢do, consegue atuar em diferentes processos celulares importantes, sendo elencada

como uma proteina essencial para favorecer os diferentes Hallmarks do cancer (SIQUEIRA et
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al., 2024b). Estudos indicam que diversos tipos tumorais como bexiga, colorretal, pulmao,
figado e mama apresentam altos niveis de APE1 (MALFATTI ef al., 2023). Também ¢ comum
em tumores, ocorrer alteragao na localizagdo celular de APE1, que normalmente ¢ encontrada
no nucleo, para o citoplasma. Em amostras de cancer de ovario e figado, foi demonstrado que
os niveis de APEI no citoplasma se correlacionam com estagios mais avangados da doenga,
diminuindo a sobrevida do paciente, comparado com aqueles que possuem amostras tumorais
com niveis negativos para APE1 citoplasmatico (DI MASO et al., 2007; SHENG et al., 2012).
Além disso, Wu et al. identificaram que a presenca de APEI citoplasmatico, ¢ capaz de levar
ao crescimento de tumores de pulmao e metastases pulmonares (WU et al., 2010). Ambas as
alteragdes, de localizagdo e niveis proteicos, podem influenciar negativamente no prognostico
da doenca, impactando na resposta ao tratamento e agressividade tumoral.

APE1 exerce papel importante tanto em tumores soOlidos, quanto em neoplasias
hematologicas. Ding et al. identificaram maior expressao a nivel de mRNA de APEI em
amostras de pacientes com Leucemia Linfocitica Aguda de células T (LLA-T) comparado com
amostras de medula 6ssea sadia. O tratamento de células leucémicas com o inibidor redox de
APE1, E3330, levou a reducao da atividade de NF-«kB, o qual ¢ alvo da funcao redox de APE1,
diminuiu a viabilidade celular e provocou morte celular por apoptose (DING et al., 2017).

Fishel et al. demonstraram que APE1 ¢ mais expressa a nivel de mRNA e proteina em
amostras de pacientes com cancer de bexiga comparado a amostras de tecidos nao tumorais
e/ou entre linhagens celulares tumorais versus ndo tumorais. E, a inibi¢do da por¢do redox de
APE] nas linhagens celulares de cancer de bexiga levou a diminuicdo de proliferagio e causou
morte celular por apoptose nessas células. Essa inibigdo também levou a diminui¢do no
tamanho de esferoides de células de cancer de bexiga (FISHEL ez al., 2019). Também foi
observado maiores niveis proteicos de APE1 em cancer de ovario e maior localiza¢do nuclear
de APEI, que foi correlacionado com maior agressividade tumoral, devido a menor tempo de
sobrevida dos pacientes com amostras positivas para APE1 (AL-ATTAR et al., 2010).

Em cancer de mama, foi observado maiores niveis de APEl em tecido tumoral triplo
negativo, comparado as amostras ndo tumorais adjacentes. Esses altos niveis foram
correlacionados com diminui¢do do tempo de sobrevida e pior progndstico. Os autores também
demonstraram que linhagens tumorais de mama, como MDA-MB-231, MDA-MB-436 ¢ MCF-
7, exibem maior expressdo de APE1 a nivel de mRNA e proteina comparado com linhagem de
mama ndo tumoral (MCF-10). Além disso, a diminui¢do dos niveis proteicos de APE1 por
knockdown aumentou a sensibilidade de células triplo negativo ao tratamento com Olaparibe,

levando essas células a parada no ciclo celular e morte celular por apoptose(JIAN et al., 2022).
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Outro estudo em cancer de mama identificou que o inibidor redox E3330, além de afetar a
viabilidade celular, foi capaz de diminuir a migragao celular de células triplo negativo de cancer
de mama e, quando combinado com docetaxel, reduziu o potencial invasivo dessas células
(GUERREIRO et al., 2017).

Tendo em vista o relevante papel do dominio redox de APE1, ele se apresenta como um
potencial alvo para tratamentos contra o cancer, visto que ¢ possivel atingir as diferentes vias
pré-tumorais reguladas por ele, como a sinalizagdo coordenada por STAT3. Essa proteina atua
como fator de transcrigdo € promove processos essenciais para o cancer, incluindo migracgao
celular, inflamagdo e angiogénese (FISHEL et al., 2019). Portanto, a investigagdo sobre APE1,
e especificamente sobre sua funcdo redox, se trata de uma abordagem importante para

identificacdao de promissoras terapias contra o cancer.

1.6.Inibidores da funcio redox de APE1

Por ter essa importante atuagdo em tumores, diversos estudos visam a inibi¢do da proteina
APEI1 através de diferentes estratégias. E possivel realizar o silenciamento de APE1 através de
siRNA (pequeno RNA de interferéncia), CRISPR (Repeti¢des Palindromicas Curtas Agrupadas
e Regularmente Interespacadas) e sShRNA (short hairpin RNA), entretanto, essas metodologias
levam a inibi¢do da proteina APEI inteira, independente dos seus dominios (CHEN et al., 2017;
SHAH et al., 2017b; TANG et al., 2022; MUIT et al., 2024). Portanto, inibidores t€ém sido
elaborados, visando a inibicdo dos dominios especificos da proteina APE1, para inibir a sua
atuacao no reparo de DNA, ou a sua fun¢ao redox (MALFATTI et al., 2023).

Um dos inibidores redox mais utilizados € o composto E3330 ou APX3330 (Fig. 3)
(NYLAND et al., 2010). Esse inibidor demonstrou ser eficaz em reduzir o crescimento de
tumores e a capacidade de migragdo celular em cancer de pancreas (ZOU; MAITRA, 2008),
mama, pulmao, entre outros (MANGUINHAS et al., 2020). Além de apresentar efeitos in vitro
e in vivo, APX3330 também entrou em estudos clinicos de fase 1 (NCT03375086), sendo
aprovado como seguro (CHU et al., 2019).

Diante do sucesso do APX3330, novos andlogos inibidores redox de APEl foram
sintetizados, como APX2009 (Fig. 3) e APX2014 (KELLEY et al., 2016; LOGSDON et al.,
2018). Em células de cancer de prostata, observaram que o APX2009 foi mais potente em
reduzir a proliferagdo celular e os niveis de Survivina/BIRCS, comparado ao inibidor APX3330

(MCILWAIN et al., 2018). O inibidor APX2009 também induziu a parada de ciclo celular e
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reduziu a atividade de NF-«B nesse tipo tumoral. Resultados similares foram encontrados em
c¢lulas tumorais de bexiga, sugerindo que APX2009 seja mais potente em reduzir a proliferacao
celular (FISHEL et al., 2019).

Figura 3- Inibidores do dominio redox da proteina APEI.
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Legenda: (A) Estrutura quimica do inibidor da por¢ao redox da proteina APE1, E3330. (B) Estrutura quimica do
inibidor APX2009, que também atua na porgéo redox da proteina APEI.
Fonte: Sigma, 2024.

Em 2024, o grupo dos autores Fishel e Kelley novamente desenvolveram novos inibidores
da fun¢do redox de APEI1, sendo esses, andlogos mais potentes de APX3330, chamados de
APX2044, APX2051 e APX2053 (GAMPALA et al., 2024). Esses inibidores também foram
capazes de diminuir a atividade transcricional de NF-xB, STAT3 e HIF-1a, fatores regulados
por APE1 em linhagem de cancer de pancreas.

Apesar dos inibidores redox de APE1 se mostrarem promissores contra diversos tipos
tumorais, somente dois estudos investigaram o papel da fun¢ao redox de APE1 em modelos de
cancer de mama, incluindo um estudo publicado pelo nosso grupo recentemente (GUERREIRO

etal.,2017; SIQUEIRA et al., 2024a).

1.7. Transdutor de Sinal e Ativador de Transcricao 3 (STAT3)

A proteina STAT3 ¢ elencada como um dos principais fatores de transcrigdo associados ao
cancer e ¢ descrita sendo coativada pela fungdo redox de APEl. O gene de STAT3 esta
localizado no cromossomo 17q21.2, formado por 75245 bases, possui 51 transcritos e 24 exons.
Em situagdes fisiologicas, ela € capaz de favorecer processos como proliferagao e sobrevivéncia
celular. STAT3 ¢ uma proteina da familia STAT que contém como membros STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb e STAT6. Essa proteina participa da via JAK/STAT, a qual ¢
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ativada por citocinas, proteinas oncogénicas, fatores de crescimento e também pode ser ativada
por receptores associados a proteina G ou do tipo 7oll (Toll like receptors) (Fig. 4). A
Interleucina 6 (IL-6) ¢ uma das principais citocinas que se liga aos receptores, ativando as
proteinas Janus kinases (JAKs), as quais por sua vez, t€ém a func¢ao de fosforilar STAT3 em
residuos de tirosina (Tyr-705) e/ou serina (Ser-727), sendo esse ultimo responsavel por
maximizar atividade transcricional deste fator. Ao ser fosforilada, STAT3 se torna ativa e forma
homodimeros através de interagdes entre os dominios de homologia Src 2 (SH2) (MA; QIN;
LI, 2020). Ao se dimerizar, STAT3 se desloca do citoplasma para o nucleo, onde ird reconhecer
a sequéncia consenso 5'-TTCN3/4GAA-3' (SEIDEL et al., 1995), através do seu dominio de
ligacdo ao DNA e assim regular o processo de transcri¢do de genes como FOS, MCL-1 ¢ AKT
(CARPENTER; LO, 2014). Além disso, STAT3 tem sua atividade regulada negativamente, por
inibidores endogenos como o SOCS (do inglés Suppressors of Cytokyne Signaling), PIAS (do
inglés Protein Inhibitors of Activated STATs) e as PTPs (do inglés protein tyrosine
phosphatases) (QIN et al., 2020).
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Figura 4-Via de sinaliza¢do de STATS3.
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Legenda: A via JAK/STAT ¢ ativada por citocinas que ao se ligarem aos receptores, levam a fosforilagdo das
proteinas JAK. As proteinas JAK fosforilam STAT3, que se dimeriza e se transloca para o nucleo. Neste
compartimento celular, STAT3 ira se ligar ao promotor de genes alvos associados as vias de
sobrevivéncia, proliferacdo, produgdo de citocinas, iniciagdo e progressdo tumoral. STAT3 também
pode ser ativado através de receptores associados a proteina G e Toll-like.

Fonte: Modificado de Yu et al. 2014 (Yu et al. 2014).

1.8.STAT3 no Cancer

Apesar de estar ativo e funcional fisiologicamente, STAT3 ¢ um oncogene, o qual em
tumores esta superexpresso e contribui para o processo de progressao e agressividade do cancer
(TOLOMEOQO; CASCIO, 2021). Através do seu papel como regulador transcricional, STAT3
ativa vias essenciais para o cancer (Fig. 5), como proliferacdo e sobrevivéncia celular,
regulando positivamente genes como MCL-I, BCL-2 e BIRC-5 (survivina). Além de
angiogénese, que regula positivamente VEGF e, processos importantes para a cascata

metastatica, como invasdo, através do aumento da expressdo de metaloproteinases (MMP)



28

como MMP-1, 2, 3 e 9, e migragdo, também aumentando a expressao de F'SCN/ (Fascina 1) e
RHOU. Além de elevar os niveis de TWIST e ZEBI, proteinas envolvidas no processo de
transi¢do epitélio-mesenquimal (CARPENTER; LO, 2014).

Figura 5-Processos celulares relevantes para o cancer regulados por STAT3.
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Legenda: STAT3 regula genes que participam de processos essenciais para a manutengdo e progressdo tumoral,
como sobrevivéncia celular, angiogénese, manutengdo do fenotipo tronco e processos de agressividade,
como migragdo e invasao.

Fonte: A autora, 2024.

Guan et al, demonstraram que STAT3 esta presente em altos niveis em amostras de
pacientes com cancer gastrico, comparado a amostras nao tumorais, € pacientes com alta
expressdo de STAT3 exibem pior sobrevida global. Além disso, em linhagens celulares de
cancer gastrico, a inibigdo de STAT3 com XYA-2 reduz significativamente a viabilidade,
prolifera¢do e migragao celular (GUAN et al., 2023). Ja em cancer colorretal, foi demonstrado
que a inibicdo de STAT3 com Stattic, ou seu silenciamento, sensibiliza linhagens celulares ao
tratamento com CT/RT (quimiorradioterapia), sugerindo um papel importante de STAT3 na
resisténcia a tratamentos (SPITZNER et al., 2014).

Em outro modelo celular, foi visto que o uso de Astaxantina ¢ capaz de reduzir a
proliferacdo, migragdo e invasao celular, e induzir apoptose em linhagem de cancer de prostata,
através da reducgdo da expressdo de STAT3 a nivel de mRNA e proteina (SUN et al., 2020).

STAT3 também estd altamente expresso no cancer de mama, principalmente nos

tumores classificados como triplo negativo, e exibe papel essencial na iniciagdo e progressao
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da doenca. Khaki-khatibi et al mostraram que o tratamento de células ZR-75-1 de cancer de
mama com o inibidor Stattic, reduz a viabilidade celular e induz apoptose. E em combinacao
com o quimioterapico doxorrubicina, esse efeito foi ainda maior e sinérgico (KHAKI-KHATIBI
etal. 2019).

Outro estudo sugeriu o papel de STAT3 na manutencdo do fenotipo tronco de células
tumorais de mama. Células de cancer de mama induzidas a resisténcia a doxorrubicina exibiram
maiores niveis de STAT3 fosforilado e aumento da expressao de OCT-4 e c-Myc, além do
aumento da formacao de mamosferas. Em contrapartida, a inibi¢do de STAT3 com WP1066,
reduziu os niveis de OCT-4 e c-Myc, além de sensibilizar as células resistentes ao tratamento
com doxorrubicina (CHENG et al., 2018).

Além disso, o inibidor 6Br-6° reduz os niveis de STAT3 fosforilado das linhagens tumorais
de mama MCF-7 e MDA-MB-231, levando a uma diminui¢ao na viabilidade e proliferagao

celular, e induzindo essas células a apoptose (Liu et al. 2020).

1.9.Inibidores de STAT3

Assim como APE1, STAT3 ¢ elencado como um importante alvo para o tratamento do
cancer, devido a seu papel nas diferentes vias envolvidas na progressao tumoral. A inibi¢ao da
via de STAT3 pode ser tanto direta, através da inibicdo da sua fosforilagdo, ou interagdo no
dominio SH2, quanto indireta através de inibidores de JAKs, IL-6 e outros componentes da via.

Kim et al. demonstraram que o inibidor de JAK2, o Ruxolitinibe ¢ capaz de diminuir os
niveis de fosforilagdo de STAT3 de células de cancer de mama MCF-7 resistentes a tamoxifeno,
além de diminuir a proliferacdo e migracao celular (KIM et al., 2019).

J& para a inibi¢do direta de STAT3, o composto LLL-3 inibe STAT3 através do dominio SH-
2, e foi capaz de reduzir a viabilidade celular de diferentes linhagens de cancer como K562
(leucemia mieloide cronica) e DU-125 (prostata) (MENCALHA et al., 2010).

Stattic (Fig. 6) ¢ um dos inibidores mais utilizados e mais recomendados por atuar em varias
etapas da sinalizacdo, sendo capaz de inibir a fosforilagdo, a dimerizagdo e translocagdo de
STAT3 para o nucleo, impedindo sua atividade de regular a transcri¢do (SCHUST et al., 2006).

Além de compostos quimicos, também existem moléculas oriundas de produtos naturais
que atuam sobre varias vias, inclusive inibindo a via de STAT3, como a curcumina, a qual leva
a reducdo dos niveis de STAT3 fosforilado (THILAKASIRI et al., 2021). Além disso, alguns
inibidores ja se encontram em estudos de fase clinica, como IMX-110 (NCT03382340),
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AZD9150 (NCT02417753; NCTO01839604), Napabucasin (NCT01830621) e OPB-31121
(NCT00955812; NCT01406574; NCT01029509) (ORLOVA et al., 2019; DONG et al., 2021,
DINAKAR et al., 2022; L1 et al., 2022).

Figura 6- Inibidor seletivo de STAT3.
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Legenda: Estrutura quimica do Stattic, inibidor seletivo de STAT3, que atua impedindo sua ativagdo por
fosforilagdo, dimerizagdo e translocag@o para o nucleo.
Fonte: Sigma, 2024.

1.10. A associacio entre APE1 e STAT3

A proteina APE1 ¢ necessaria para que ocorra a ligagdo de STAT3 ao DNA, permitindo
assim que STAT3 realize seu papel transcricional (RAY et al., 2010). Entretanto, foi
demonstrado primeiramente em modelos de cancer de pancreas, que especificamente a por¢ao
redox de APE1 regula o fator de transcricdo STAT3. Cardoso ef al. 2012 demonstraram que a
superexpressao de APE1 aumenta a atividade transcricional de STAT3, e ainda que a inibi¢ao
do dominio redox de APE1 com E3330 diminui a ligacdo de STAT3 ao DNA (CARDOSO et
al., 2012). Apesar de APE1 regular a atividade de STAT3, os estudos sugerem que essa proteina
ndo provoca alteragdes na expressao e fosforilagdo de STAT3 (CASTON et al., 2021).

Diversos estudos mostram que a combinacao de dois inibidores pode ser mais eficaz para
terapias antitumorais. Um estudo identificou que a inibi¢do tanto de APE1 quanto de STAT3
exibe um efeito sinérgico e mais eficaz em diminuir a viabilidade e aumentar apoptose em
diferentes linhagens de cancer incluindo bexiga, cdlon e pancreas, sendo uma abordagem
importante para linhagens que se mostram mais resistentes aos tratamentos (CASTON et al.,
2021). Embora os inibidores de APE1 e STAT3 tenham demonstrado efeito sinérgico contra
alguns tipos de cancer, a relacdo entre essas proteinas ainda ndo foi elucidada em processos de
sobrevivéncia e agressividade celular no cancer de mama. Com isso, esse trabalho propde

investigar a inter-relacdo entre APE1 e STAT3 em linhagens de cancer de mama com diferentes
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niveis de agressividade, na regulagdo da proliferacdo, morte e agressividade celular e avaliar o

efeito antitumoral da dupla-inibi¢do de APE1 e STATS3.
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OBJETIVOS:

2.1. Objetivo geral:

Investigar os mecanismos moleculares envolvidos na inter-relagdo entre APE1 e STAT3, e

a importancia dessa sinalizacdo para aquisi¢do de caracteristicas relacionadas ao fendtipo

maligno, em modelos celulares de cancer de mama.

2.2.0bjetivos especificos:

a)

b)

d)

Avaliar a influéncia de APE1 e STAT3 na viabilidade celular, morte celular € no
potencial de formagao de colonia, invasdo e migracao de linhagens celulares de cancer
de mama, utilizando inibidores especificos de cada via;

Avaliar a atividade transcricional de STAT3 através do ensaio de gene reporter,
utilizando inibidores especificos de cada via;

Mensurar os niveis de expressao génica de genes alvos de STAT3, que participem dos
processos de proliferacdo, migra¢do e invasdo, em linhagens celulares de cancer de
mama, utilizando inibidores especificos de cada via;

Mensurar os niveis de fosforilacdo de STAT3 em linhagens e pacientes com cancer de
mama utilizando bancos de dados como Linkedomics e The Cancer Proteome Atlas
(TCPA), correlacionar com dados clinicos e moleculares, em que os niveis de

fosforilacdo serdo relacionados a genes de proliferagdo, migragao e invasao.
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3. METODOLOGIA:

3.1.Cultura celular

As linhagens celulares MDA-MB-231 (HTB-26, ATCC) e MCF-7 (HTB22, ATCC) foram
utilizadas como modelos de cancer de mama que exibem diferentes graus de malignidade. A
linhagem MCF-7 se assemelha ao subtipo Luminal A, pela presenca dos receptores ER e PR, e
auséncia da expressao de HER-2. Além disso, possui fenotipo bem diferenciado e € considerada
como menos agressiva comparada a MDA-MB-231. A MDA-MB-231 ¢ uma linhagem que se
assemelha ao subtipo Basal de cancer de mama, e possui auséncia da expressao dos receptores
ER, PR e HER-2, sendo considerada como Triplo Negativa. Ela possui fenotipo pouco
diferenciado e ¢ considerada uma linhagem com altos niveis de agressividade. A linhagem
celular HEK293-T (CRL-3216, ATCC), ¢ classificada como uma célula ndo tumoral de rim
embrionario e foi utilizada como modelo para os ensaios de gene reporter, pela facilidade de
transfec¢ao.

As células foram cultivadas em frascos de cultura com meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (LifeTechnologies, Thermo Fisher, cat# 12800017), para MCF-7 e HEK293-
T, ou Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) (LifeTechnologies, Thermo Fisher, cat#
31800105), para MDA-MB-231, suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cripion,
cat# FB0010S) e 1% de penicilina/estreptomicina (LifeTechnologies, Thermo Fisher, cat#
15240062). Os repiques foram realizados a cada 72 h ou quando a cultura apresentou
confluéncia de aproximadamente 80-90%. As culturas foram mantidas em estufa umidificada a
37°C e 5% de COo». As linhagens celulares foram gentilmente cedidas pelo Laboratorio de
Farmacologia Celular e Molecular, coordenado pela professora Thereza Christina Barja-

Fidalgo.

3.2. Tratamento com Inibidores

Com o objetivo de inibir o dominio redox de APEI1, foi utilizado o inibidor APX2009
(Sigma-Aldrich, cat# SML1887), e para a inibi¢do da atividade de STAT3, foi utilizado o
inibidor Stattic (Sigma-Aldrich, cat# S7947). O solvente organico DMSO (Dimetilsulfoxido,



34

MERCK, cat# 102952) foi utilizado como veiculo de dilui¢ao dos inibidores. As concentragdes
utilizadas para o inibidor APX2009 foram 0,16, 0,8, 4, 10, 20 ¢ 50 uM e para o inibidor Stattic
foram 0,3, 0,6, 6, 10, 30, 60 ¢ 90 uM por 24 horas.

3.3.Ensaio de viabilidade celular por WST-1

A viabilidade celular em resposta aos tratamentos foi determinada através do ensaio de
WST-1 (Roche, cat# 5015944001). WST-1 consiste em um ensaio colorimétrico baseado na
capacidade de células converterem o sal Tetrazolium (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-
2H-5- tetrazolio]-1,3-benzene disulphonate) em corante Fomazan, gerando coloracdo amarela.
Essa conversao ¢ realizada pela enzima mitocondrial Succinato-tetrazolium redutase e somente
ocorre em células viaveis. Com isso, através de variagdes na coloragdo do meio contendo WST-
1, € possivel inferir a propor¢ao de células viaveis comparando as diferentes condigdes de
tratamento. Para os ensaios de WST-1, as células foram semeadas em 150 pl em placas de 96
pocos a uma densidade de 7 x 10° células/cm? para a linhagem MDA-MB-231, 12 x 10°
células/cm? para a MCF-7, e 1x10* células/cm? para a HEK-293T. As células foram tratadas
com os respectivos compostos, citados anteriormente. Apos os periodos dos tratamentos, foram
adicionados 2 ul de WST-1 diluido em 8 pl de meio em cada pogo e, em seguida, as placas
foram mantidas durante 1 h a 37°C em estufa umidificada contendo 5% CO2. A quantificagao
das variagdes colorimétricas foi realizada em leitor de Elisa (Polaris) utilizando o comprimento
de onda de 450 nm com a referéncia de 630 nm. O DMSO foi utilizado como controle para os
tratamentos. A porcentagem de células viaveis, apos o periodo de 24h de tratamento, foi

determinada pela razdo da absorbancia obtida das culturas tratadas em relagdo as nao tratadas.

3.4.Calculo do IC50

O IC50, concentragdo necessaria para que o tratamento leve a uma reducdo de 50% da
viabilidade celular, foi calculado de acordo com as curvas de concentracao obtidas pelo ensaio
de viabilidade WST-1. O célculo foi baseado em uma curva de regressao sigmoidal através do

software GraphPad Prism 8.0.2.
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3.5.Calculo do Indice de combinacio

O Indice de combinagéo foi calculado com o programa Compusyn (Version 1.0), baseado
nos efeitos que os compostos provocaram isoladamente e combinados, em cada linhagem. Com
valores iguais a 1 o efeito ¢ considerado aditivo, menor que 1 ¢ sinergismo, ¢ maior que 1 ¢
considerado antagonismo. Esse software também gera o isobolograma das combinagdes, neste
grafico, a linha formada na diagonal representa o efeito aditivo dos compostos, acima dessa
linha, o efeito da combinag¢ao ¢ caracterizado como antagonismo, e abaixo da linha, classificado

como sinergismo (CHOU, 2010).

3.6.Ensaio de formacéo de colonia dependente de ancoragem

O ensaio de formagdo de colonia foi realizado para analisar os efeitos dos inibidores
APX2009 e Stattic, isoladamente ou combinados, sobre a capacidade de formar colonias das
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7. Para isso, as células foram semeadas em baixa densidade
sendo 4 x 10? células para a linhagem MDA-MB-231 e 8 x10° células para a linhagem MCF-7,
em placas de 6 pogos. Apds 4h, para permitir a aderéncia das células, elas foram tratadas com
os inibidores ou DMSO, como controle. Apds 7 dias de cultivo e tratamento, as células foram
fixadas com 2 ml de etanol absoluto por 10 minutos e coradas com 1 ml de cristal violeta (0,5%
de cristal violeta em 20% de etanol) por 10 minutos. Foram feitas 3 lavagens com agua destilada
para retirar o excesso de corante. ApOs esse processo, as colonias foram fotografadas com
camera de digital (Motorola Moto One Action) e, em seguida, eluidas com 1 ml de &cido acético
(10% em agua) por 15 minutos para quantificacdo colorimétrica da solubilizagdo do cristal
violeta (DE SOUZA et al., 2013). Deste eluido, 150 pl de cada amostra foram transferidos para
placa de 96 pogos, em triplicata e as absorbancias foram medidas em 595nm no leitor ELISA
(Polaris). A quantificacdo foi feita através da razdo da absorbancia obtida das culturas tratadas

com os inibidores em relagao as tratadas com o diluente DMSO.
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3.7.Ensaio de Migracao por Wound Healing

Para analisar os efeitos dos inibidores sobre o potencial migratorio das células de cancer de
mama, foi realizado o ensaio de migracao por Wound Healing, o qual se baseia na remog¢ao
mecanica de células da regido central de uma éarea confluente utilizando uma ponteira e
avaliacdo do fechamento da 4rea formada. Para esse experimento foram semeadas 6 x 10*
c¢lulas de ambas as linhagens em placas de 6 pogos. Ap0s atingir cerca de 90% de confluéncia,
foram feitos dois riscos, perpendiculares € em formato de cruz, para remog¢ao da monocamada
de células, para isso foi utilizada a ponteira de 200 pl para a MDA-MB-231 e a ponteira de 10
ul para a MCF-7. O meio de cultura foi retirado, as culturas lavadas com PBS, para remocao
das células removidas da placa, e reposto um meio novo com 1% de soro fetal bovino para
reduzir a proliferagdo celular. Neste meio de cultura foram adicionados os inibidores ou o
veiculo/diluente correspondente. Os riscos foram fotografados com camera digital (Motorola
Moto One Action), no aumento de 4 ¢ 10 vezes, ap6s procedimento de remogao das células
(considerado tempo 0 h) e apos 24 h. Para quantificar a migragdo celular, as areas livres foram

medidas (em pixel), utilizando o tempo 0 h como referéncia, através do software Image J (Fiji).

3.8.Ensaio de Invasao celular por Transwell-Matrigel

O ensaio Transwell-Matrigel, foi utilizado para avaliar os efeitos dos inibidores sobre o
potencial de invasao das células de cancer de mama. Para isso, camaras de Transwell (Corning)
com filtros de policarbonato de 12 mm de didmetro e poros de 8 uM foram umedecidas com 50
ul de meio de cultura por 4 min, e em seguida foram adicionados 50 ul de Matrigel (10 mg/ml)
(Sigma-Aldrich, cat# CLS354234) 10 vezes e 20 vezes diluido em meio de cultura a 4°C para
a linhagem MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente. O Matrigel foi utilizado para simulacdo
da matriz extracelular. Para gelificagdo da matriz foi feita uma incubagdo a 37 °C por 4 horas
para os experimentos onde era utilizada a MDA-MB-231 e overnight para os realizados com a
MCF-7. Apos esse periodo, as células foram semeadas na por¢do superior da camara de
Transwell em meio contendo 1% de SFB e os respectivos tratamentos. Foram utilizadas 2 x 10*

células para a MDA-MB-231 e 20 x 10* células para a MCF-7. Ainda, a porgdo inferior do
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Transwell foi preenchida com meio contendo 10% de SFB para criar um gradiente de
concentragdo de nutrientes, e causar a quimioatracao das células.

Apo0s 24 horas de cultura, os meios foram retirados e as células foram fixadas com etanol
absoluto por 10 minutos, seguido de coloragdo com cristal violeta (cristal violeta 0,5% em
etanol 20%) por novamente 10 minutos. Foram feitas 3 lavagens com agua destilada para retirar
o excesso de corante. As células que ndo atravessaram o Matrigel e a membrana do Transwell
foram retiradas da porcao superior com o auxilio de uma haste flexivel com pontas de algodao.

As células com capacidade de invasdao foram fotografadas com o microscopio Optico
invertido Olympus 1X71 (Toéquio, Japao) equipado com fluorescéncia, ¢ contadas com o

software Image J (Fiji).

3.9.Ensaios de morte celular

3.9.1. Marcacdo de células com Annexin V-FITC e 7-AAD

Foi utilizada a citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences; BD Accuri C6 Flow
Cytometer) para analisar se os inibidores utilizados levam as células de cAncer de mama a morte
celular e avaliar qual o tipo de morte causada por estes tratamentos. Para isso, as células foram
semeadas em placas de 6 pogos, sendo utilizadas 7x10° células/cm? para a MDA-MB-231 e
12x10° células/cm? para a MCF-7. Ao atingirem 70% de confluéncia as células foram tratadas
com os inibidores e o veiculo, e apds 24 horas foram lavadas com PBS e tripsinizadas. Cerca
de 10° células foram colhidas e incubadas com 2 pl de Anexina V-FITC (Thermo, cat#A13199)
e 2 ul de 7-AAD (Thermo, cat#A1310) por 10 minutos ao abrigo da luz. A Staurosporina
(Sigma-Aldrich, cat#S6942) solucdo a 1 mM foi utilizada como controle positivo para
apoptose, 1 pl para MDA-MB-231 e 2 uL para MCF-7, e Triton™ X-100 0,1% (Sigma-Aldrich,
cat#T8787) como controle positivo para necrose. As células foram analisadas por citometria
de fluxo, onde foram coletados 10.000 eventos, os softwares utilizados para analise foram

Floreada.io (https://floreada.io), BD CellQuest Pro e BD CSampler.
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3.9.2. Ensaio de citotoxicidade por LDH (LDH-Glo™ Cytotoxicity Assay)

O LDH-Glo™ Cytotoxicity Kit (Promega) Assay ¢ um ensaio baseado na quantificagao de
luminescéncia, pela liberagdo de lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura ap6s dano a
membrana plasmatica, indicativo de células em necrose. Foram semeadas 7 x 10* células/cm?
para a MDA-MB-231 e 12 x 10? células/cm? para a MCF-7 em placas de 96 pogos, € ao atingir
70% de confluéncia, foram tratadas com os inibidores e o veiculo. O Triton™ X-100 0,2% foi
utilizado como controle positivo. A luminescéncia foi medida pelo leitor de placas multimodo

EnVision XCite 2105 (Perkin Elmer).

3.10. Ensaio de gene reporter

3.10.1. Expansdo e extracdo de plasmideos

O plasmideo 4xM67 pTATA TK-Luc (Addgene, #8688) (Fig. 7) foi utilizado para
analisar a atividade transcricional de STAT3, visto que o mesmo apresenta 4 sitios de ligagao
para STAT3 retirados do promotor do gene alvo FOS. As bactérias contendo o plasmideo de
interesse foram recebidas na forma de Stab e cultivadas em placa com meio LB + 4gar. Apos a
visualizacdo de colonias, uma coldnia foi selecionada, e a mesma foi expandida em meio LB,
suplementado com antibiotico ampicilina, durante 12 h a 37°C em agitadora tipo Shaker
(Cienlab) com a rotacao 150 rpm. Para obten¢do do DNA plasmidial, o kit PureYield™ Plasmid
Midiprep System foi utilizado. Para confirmagdo da presenca do plasmideo de interesse, foi
realizada a linearizagdo do plasmideo com as enzimas Kpnl e Pvull, além de uma dupla digestao
com essas enzimas de restricdo, seguida de eletroforese em gel de agarose 0,8%, além de qPCR,

com primers especificos para trés regioes do plasmideo (Tabela 1).

3.10.2. Eletroforese em gel de agarose

Para andlise dos plasmideos, foi feita uma mistura contendo 2 pL de tampao de amostra
(Azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol FF 0,25%, Glicerol 30%), 0,5 puL de GELRED

(Biotium, Inc., cat#41003) e 5 pL das amostras. Para determinacdo do tamanho, 5 pL. de padrao
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de peso molecular Lambda/Hind III (Thermo, cat#AM7720), foi aplicada no gel de agarose 1%
em tampao TAE [Tris-Acetato 40 mM e EDTA 1 mM pH (potencial hidrogenionico) 8,0]. Apos
a migracao das amostras no gel a 90V, foi utilizado o transiluminador (Dual LED Blue/White
Light Transilluminator, KASVI) para obten¢ao das imagens dos padrdes de migragdo no gel.

Foram capturadas imagens desse gel utilizando camera digital (Motorola Moto One Action).

3.10.3. Transfeccdo e quantificacdo da Luminescéncia

As células foram cultivadas em uma placa de 96 pogos, sendo utilizadas 25x10? células/cm?
para a MCF-7 e 26 x 10? células para a HEK293-T. Apds 24 horas de cultivo, as células foram
co-transfectadas com o plasmideo 4xM67 pTATA TK-Luc (Addgene, #8688) e pRL-TK
(Promega, E224A) com auxilio do reagente de transfec¢cdo lipofectamina 3000 (Invitrogen,
cat#L.3000008) de acordo com as instrugdes do fabricante. Além disso, um plasmideo contendo
GFP foi utilizado para verificar a eficiéncia da transfec¢do por microscopia de fluorescéncia.
ApoOs 24 horas de transfeccdo foram realizados os tratamentos com inibidores e com IL-6
(Sigma-Aldrich, cat#H7416), controle positivo para ativacdo de STAT3. Novamente apos 24
horas, foi feita a quantificacdo da luminescéncia para analise da atividade de STAT3. Para essa
quantificagdo foi utilizado o kit Dual-Glo® Luciferase Assay System seguindo as instrugdes do
fabricante, no qual o substrato foi utilizado para gerar luminescéncia, através da luciferase. O
plasmideo pRL-TK foi utilizado como controle interno da reagdo. A luminescéncia foi medida
pelo leitor de placas multimodo EnVision XCite 2105 (Perkin Elmer). Os valores obtidos foram
utilizados para calcular a razdo entre a luminescéncia emitida pelo plasmideo reporter e o

plasmideo controle, contendo renila para normalizagao.



Figura 7- Esquema da estrutura do plasmideo 4xM67 pTATA TK-Luc.
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Legenda: Estrutura do plasmideo 4xM67 pTATA TK-Luc, o qual contém 4 sitios de ligagdo para STAT3, seguido

da sequéncia de luciferase.
Fonte: Addgene, 2024.

3.11. Analise dos niveis de mRNA

3.11.1. Extracdo de RNA

A extracdo de 4acido ribonucleico (RNA) foi realizada para mensuracido da expressao

génica através dos niveis de RNA mensageiro (mRNA) por RT-qPCR. Inicialmente, o meio de

cultivo foi descartado e as culturas foram lavadas 2 vezes com PBS. Apds o descarte do PBS,

foram adicionados 500 pl do reagente TRIzol Reagent® (Invitrogen), o qual permitiu a lise das

células aderidas. Em seguida, o TRIzol foi transferido para tubos 1,5 mL e submetido a

centrifugacdo por 10 minutos, a 13.000 rotacdes por minuto (rpm) a 4°C (Centrifuga Thermo,

Modelo Frescol7), para remocao de debris celulares. Apos essa etapa, o sobrenadante foi

transferido para um novo tubo de 1,5 mL, onde adicionou-se 100 pl de cloroférmio (Merck),

com posterior centrifuga¢do por 15 minutos, 13.000 rpm a 4°C. A fase aquosa foi transferida

para um novo microtubo e a esta foi adicionado 250 pl de Isopropanol (Sigma-Aldrich,

cat#288306). O material foi novamente centrifugado a 13.000 rpm a 4°C, em seguida o

sobrenadante foi descartado e foi adicionado 500 pl de etanol 80%. Por fim, seguiu-se para
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centrifugacdo a 13.000 rpm a 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o precipitado
foi reconstituido com agua tratada com Dietilpirocarbonato 0,1% (DEPC, Sigma-Aldrich
cat#693520). Para quantificacdo e avaliagdo de pureza, foi realizada espectrofotometria com o
aparelho NanoVue (G&E healthcare), sendo utilizado 5 pl de 4gua tratada com 0,1 % de DEPC
para o branco e 2 puL da amostra. A quantificacdo foi obtida no A=260nm, e a pureza com as
razdes A=260/230 e A=260/280, para detec¢ao de solventes e proteinas, respectivamente. As
amostras foram consideradas com qualidade para seguir com os demais experimentos quando
os valores foram > 1.5 para razdo A=260/230, e > 1.8 para razao A=260/280. Em seguida o RNA
foi utilizado para a sintese de DNA complementar (cDNA).

3.11.2. Sintese de cDNA (DNA complementar)

Para a avaliacdo dos niveis de mRNA, os RNAs foram utilizados para a sintese de DNA
complementar (cDNA). Cerca de 2 pg de RNA foram tratados com DNAse (DNAse I
Amplification Grade Kit, Thermo), para remocao de resquicios de DNA. Para tal, utilizou-se 1
U da enzima DNAse e 1 pL de 10X DNase I Reaction Buffer, ajustando o volume final da
reagdo com Agua-DEPC para 10 uL, com posterior incubagio a 24°C por 15 min. A reagio foi
finalizada com a inativacdo da DNAse, adicionando 1 pL de Stop Solution e incubagdo por 10
min a 65°C. Para etapa de sintese de cDNA, foram adicionados ao volume da reagdo da etapa
de DNAse, 1 pl de OligodT (500 pg/mL, Thermo, cat# 18418020) e 1 ul ANTP (N=A, T, C e
G, 10 mM de cada, Thermo cat# 18427089) para a fase de anelamento, com incubag¢do por 5
minutos a 65°C. Apos o anelamento, foi adicionado 0,5 pl de SuperScript IV Reverse
Transcriptase 200 U/ul (RT, Thermo), 1 pl de DTT 0,1 M, 1 pl de RNaseOUT (Thermo,
cat#10777019) e 4 ul de 5X RT buffer, com incubagdo por 20 minutos a 55°C seguida de 10
minutos a 80°C. As incubagdes foram realizadas no termociclador SimpliAmpli Themocycler

(Applied Biosystems).

3.11.3. Desenho de iniciadores (primers)

Os primers (tabela 1) foram elaborados in silico, baseando-se nas sequéncias de
nucleotideos da espécie estudada. Foi realizada uma pesquisa nos bancos de dados que

fornecem as sequéncias de cada RNA ou DNA alvo de estudo (NCBI GENE). Os primers foram
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sintetizados em pares, sendo um foward e outro reverse. Foram selecionados primers de 18 a

23 pares de bases (bp), localizados preferencialmente em éxons adjacentes. Foram avaliados

temperatura de melt (temperatura entre 55 a 60°C), harpin (Tm>37°C e AG>0.20 kcal/mol),

self-dimer, hetero-dimer (AG>-10 kcal/mol) dos primers, através da ferramenta Oligoanalyzer

da IDT. Em seguida estes primers foram utilizados para analise de nivel de mRNA por PCR em

tempo real (quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction RT-qPCR).

Tabela 1-Sequéncias de primers utilizados para RT-qPCR.

PRIMER SEQUENCIA FORWARD 5°-3’ SEQUENCIA REVERSA 5°-3’ CICLAGEM
B2M AGATGAGTATGCCTGCCGTG ACATGTCTCGATCCCACTTAACT 1
STAT3* AGGCGTCACTTTCACTTGGG TGTATGGTTCCACGGACTGG 1
APEX]I ATACTGGTCAGCTCCTTCGG GCATAGGCGATGAGGAGCA 1
MKI67* ATCGTCCCAGTGGAAGAGTT GACCCCGCTCCTTTTGATAG 1
FOS* GCTGACTGATACACTCCAAGCG GAGCTGCCAGGATGAACTCTAG 1
FSCNI* CCTCCAAGAAGAATGGGCAG CTGGAAGACGTCATAGCTGG 1
RHOU* CATCCCACTGACTGTATGGC CTTTCCTCCGCATAGCACTT 1
MMP9 CGACCTCAAGTGGCACCA TAGTTGGCGGTGGTGGCG 2
BIRCS CCGCATCTCTACATTCAAGAACTG AAGTCTGGCTCGTTCTCAGT 1
CCND1 CTGGTGAACAAGCTCAAGT TTGCGGATGATCTGTTTGT 2
SNAIL (SNAII) TCGGAAGCCTAACTACAGCGA AGATGAGCATTGGCAGCGAG 2
CDH1 (E-CAD) AGAGGACCAGGACTTTGACTTG TTCATCGGGATTGGCAGGG 2
CDH?2 (N-CAD) ACCAGGACTATGACTTCGAGCC GGCGTGGATGGGTCTTTCA 2
VIMENTINA (VIM) GCCAGATGCGTGAAATGGAA CTGTCCATCTCTAGTTTCAACCG 2

FIBRONECTINA (FN1)
LUC 4XM67TKLUC*
AMP 4XM67TKLUC*

INSERT 4XM67TKLUC*

CACCTTGAATGACAATGCTCGGAG

CGACAAGGATATGGGCTCACTG

TCAAGGCGAGTTACATGATCCC

TCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTG

GACCCAGGCTTCTCATACTTGATG

GTCAATCAAGGCGTTGGTCG

CAGTGCTGCCATAACCATGA

TGGACATCTGGATCATTTACG GG

Legenda: *Primers elaborados pela autora, 1: primers com perfil de ciclagem 95°C por 30s, 60°C por 30s, 2:
primers com perfil de ciclagem 95°C por 20s, 55°C por 30s, 72°C por 30s, 3: primers com perfil de

ciclagem: 95°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C por 45s.

Fonte: A autora, 2024.
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3114. RT-gPCR

A RT-qPCR foi realizada a fim de avaliar quantitativamente as variagdes nos niveis de
mRNA de STAT3, APEXI e genes relacionados aos processos de proliferacdo (mKi67),
migracdo (RHOU e FSCNI) e invasao (MMPY), alvos de STAT3. Para isso, as amostras de
cDNA foram diluidas cerca de 5 vezes e utilizadas para amplificagcdo por qPCR utilizando o
GoTaq Sybr PCR Master Mix (Promega). As reacdes das qPCRs foram realizadas em volumes
finais de 10 pl contendo 0,5 uM de cada primer (Fow/Rev). As RT-qPCRs foram realizadas no
termociclador Rotor-Gene 6000 (Qiagen). As analises foram realizadas com auxilio do
programa Rotor-Gene 6000 Series Software (Qiagen) e foram realizadas 40 ciclagens (95°C
por 30s, 60°C por 30s ou 95°C por 20s, 55°C por 30s, 72°C por 30s). Os niveis de mRNA para
os genes de interesse foram comparados entre os controles e os tratamentos a fim de mensurar
os niveis de expressdo dos genes nas células em cultivo. Os niveis de mRNA foram
normalizados pelos niveis de Beta-2-Microglobulina (B2M), o qual foi utilizado como gene de
referéncia. As quantificagdes foram determinadas através do célculo de Delta-delta Cycle

threshold (AACT) (LIVAK; SCHMITTGEN; 2001).

3.12. Analises in silico

Foram utilizados bancos de dados publicos de pacientes com cancer de mama para analisar
os niveis de mRNA, proteina, fosforilagdo e caracteristicas fenotipicas do cancer, como subtipo
e grau tumoral. Os dados de pacientes com cancer de mama foram obtidos a partir do TCGA
(The Cancer Genome Atlas Program), TCPA (The Cancer Proteome Atlas) e CPTAC (Clinical
Proteomic Tumor Analysis Consortium), nas coortes BRCA e Breast invasive carcinoma
prospective cohort, respectivamente. As andlises foram realizadas através de duas plataformas
online: UCSC Xena (Goldman et al., 2020) e LinkedOmics (Vasaikar ef al., 2018). Com essas
plataformas, foi possivel analisar os niveis de expressao génica a nivel de mRNA, proteina,
nivel de fosforilagdo pelo fosfoproteoma e, além disso, utilizar assinaturas génicas. As
assinaturas foram formadas por uma equacdo que envolve genes regulados positiva ou
negativamente, representando a atividade do gene/proteina de interesse. A equagdo gerou um
resultado e os pacientes foram agrupados em altos (high) e baixos (low) niveis da assinatura, de

acordo com o quartil de 25 % (low) e de 75% (high). Para esse trabalho foi utilizada a assinatura
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génica relacionada a atividade redox da proteina APE1, correspondendo a equagdo: = -ITGAI
-PRDX5 -SIPAl -RAB3D (SHAH et al., 2017b), a assinatura génica relacionada a atividade de
STAT3, correspondendo a equagdo: = + STAT3 + ELK3 +SNX7 +CAST +DTX3L + AIDA
+CTDSP2 + NEDD9 +KLHDC8A +TWSGI1 +KLHL7 +RPS6KA3 + Cl20rf32 +CAPNSI
+SYT11 +NEDD4 +PSMA7 +MYOIC +HMMR +SWAP70 +WIPF1 +SH3PXD2B +FLOTI
+TM4SF1 +SEPT6 +ITGBS5 +SLC35F5 +SMS +ACPL2 +PLEKHG1 +STARD3NL +MATN?2
+HERCS5 +PSMA7 +RBBP8 +RGS3 + KIAA0494 +CSorfl5 +ZMYM6 + TMEM35 +TPM4
+PL-5283 +RUNX2 +MESDC2 +SNORD118 +TMEM107 + BORCS8 + BORCSS8-MEF2B
+KIAA1143 +SNAP23 +FAMI100B +TICAM2 +TMED7-TICAM2 +BRIPI +RHOJ
+HMG20B +ZDHHCS +AFF1 +ZCCHC9 +PDGFC +NAMPT +QKI +Cl190rf53 +MRII
+KDELR3 +ITGBI1 +ITGBIBP1 +DENR +PSKHI +IFT57 +NCAPH +PTPNI +UBA6
+POLE3 +CEP152 +STAUl +FRMD3 +BIRC2 +BACE2 +PALLD +APIMI1 +ITFG3
+AGXT2L2 +METTL] +GATAD2A +GNGI12 +PECI +NRM + KIAA1949+CTNNAI
+IGF2BP2 +NUP37 +SLC4343 +SGMS2 +SNRPC +CDC6 +ARHGAP17 +AGFGI
+GMPPA +BRCAI +TMEMS51 +TANCI1 +Cé6orfl45 +POLR2D +EXOSC9 +FAMI19A4
+STK174 +ZNF101 +KCTD5 +TTC23 +SEC244 +ABHDI1 +NAGA +TAPBP +DNM?2 +
ZNF747 +RPN2 +MAPKI4 +RFC2 +DNAJCI4 +ACLY +TMXI1 +Clorfl44+FZDI
+PTPNI12 +BATF3 +ROD1 +SHQI1 +RIN3 +EIF4G2 +NAA38 +PRR11 +HAUSI +MKI67IP
+HNIL - FOXN3 -WIPF2 -ASB13 -WDR37 -USP31 -C20rf69 -KIAA1045 -GPRC5B - AKAP1
- PEBPI - PEBPIP2 -RETSAT - FAM179B -IKZF5 -SLC4143 -ABCC5 -TBC1D4 -STOX2 -
RICTOR -BAG1 -Cl60rf52 -BRWDI -ZCCHC14 -C50rf41 -RAB15 -AGPAT3 - AKT3 -LCOR
- ATXN7L3B - HIC2 - PIDI - MKRN1 - KIAA1467 -AUH - ANKRD40 - COX7C - BINI -DAP
(TAN et al., 2019). Além das assinaturas de proliferacdo e EMT, correspondendo
respectivamente as equagdes: = +BUBIB +CCNA2 +CCNB2 +FANCI +MELK +NCAPH
+RRM?2 +SKA3 +UBE2C +UBE2T (STARMANS et al., 2012) e = ADAM12 + ADAMTS12 +
ADAMTS2 + AEBP1 + ANGPTL2 + ANTXRI - AP1G1 - ATP8BI + AXL + BNC2 + CALDI -
CDHI + CDH2 - CDSI - CGN - CLDN4 + CMTM3 - CNOTI + CNRIPI + COLI10A1 +
COLIAI + COLIA2 + COL3AI + COL5A1 + COL5A2 + COL6AI + COL6A2 + COL6A3 +
COL8AI - CTNNDI + DACTI - DYNCILI2 + EMP3 - ERBB3 - ESRPI - ESRP2 - F1IR + FAP
+ FBNI + FNI + FSTLI1 - GALNT3 + GPC6 - GPR56 - GRHL2 + GYPC - HOOK1 + HTRA1
+ INHBA - IRF6 + ITGAIl + LOXL2 + LRRCI15 - MAP7 - MARVELD2 - MARVELD3 +
MMP2 + MSRB3 - MYOS5B + NAPIL3 + NID2 - OCLN + OLFML2B + PCOLCE + PDGFRB
+ PMP22 + POSTN - PRSS8 + SPARC - SPINTI + SPOCKI + SULF1 + SYT1l + THBS2 +
VCAN + VIM + ZEB2 (MAK et al., 2016).
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Para as analises foram considerados pacientes do sexo feminino e amostras de tumor
primario. Além disso, foram feitas analises de correlacdo entre os niveis de fosforilacdo de
STAT3 no residuo Y705, com os niveis de proteina de MMPY9, FSCNI e RhoU, relacionadas a
migracao ¢ invasdo celular, MKi67, BIRC5 e CCNDI, relacionadas a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Além de CDHI, CDH?2, VIM, FNI e SNAII, relacionadas ao processo de
TEM, e APEXI e FOS, relacionadas a multiplas vias.

3.13. Analises Estatisticas

As andlises comparativas entre dois grupos experimentais foram realizadas com o teste de
Mann Whitney, e para trés ou mais grupos experimentais utilizou-se o teste de Kruskal- Wallis,
seguido do pods-teste de Dunns, para experimentos ndo paramétricos. Para os experimentos que
passaram pelo teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, para um tamanho de amostras
pequeno, ou pelo teste de normalidade D'Agostino-Pearson para um n >100, as analises foram
realizadas com o teste t de Student para dois grupos experimentais e ANOVA para comparacao
de trés ou mais grupos experimentais, seguido do pos-teste de Dunnett. Para andlises de
correlagdo, foi realizado o teste de normalidade, seguido da correlagdo de Spearman para dados
ndo paramétricos e correlagdo de Pearson para dados paramétricos. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos adotando o valor de p<0,05. Os dados foram
expressos na forma de média + desvio padrdo de trés a cinco experimentos individuais, em

triplicatas.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise da atividade transcricional de STAT3 em resposta ao tratamento com
APX2009 e Stattic

Para avaliar o funcionamento dos inibidores e se estes influenciam a atividade transcricional
de STAT3, foi realizado o ensaio de gene reporter. Para isso, o plasmideo 4xM67 pTATA TK-
Luc (Addgene, #8688) foi obtido comercialmente ¢ a confirmagao da especificidade foi feita
pela dupla digestao com as enzimas de restri¢gdo Pvull e Kpnl (Fig. 8). A confirmagdo também
foi feita por qPCR (Fig. 9), indicada pela amplificagdo do trecho do DNA plasmidial que
cotinha parte do gene da ampicilina e luciferase, além da amplificagdo de um trecho que inclui
o inserto do promotor de ¢-FOS. Feita a confirmagao, os experimentos foram realizados. A
quantificagdo ¢ baseada na luminescéncia, a qual ¢ emitida pela transcricdo da enzima
luciferase, localizada logo apds a sequéncia do alvo regulado por STAT3 no plasmideo. Ou seja,

ao estimular a transcrigdo de c-FOS, a luciferase também ¢ transcrita e traduzida.

Figura 8-Perfil eletroforético do plasmideo pM67 pTATA TK-Luc.
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Legenda: Eletroforese do plasmideo pM67 pTATA TK-Luc nao digerido, apos digestdo simples com as enzimas
de restricdo Kpnl, HindI e Pvull, e ap6s dupla digestdo com as ezimas de restricdo Pvull e Kpnl. Foram
utilizados os marcadores de peso molecular Lambda DNA/HindIII marker e 100bp plus DNA ladder.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 9- Curvas de melting dos primers utilizados para detec¢do da especificidade do
plasmideo 4X pM67 pTATA TK-Luc.
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Legenda: Curvas de melting, obtidas através de PCR em tempo real, dos primers especificos para as regides do
gene de ampicilina e luciferase do plasmideo pM67 pTATA TK-Luc, além de um primer para uma regiao

onde foi inserido o inserto contendo a sequéncia alvo de STAT3 no plasmideo. A formagdo de um tinico
pico indica especificidade.

Fonte: A autora, 2024.

A linhagem celular HEK-293T foi utilizada como modelo tradicional de transfeccao.
Para isso, foi utilizada a lipofectamina 3000 para a transfec¢do do plasmideo GFP, para

visualizagdo das células transfectadas, com o auxilio do microscopio de fluorescéncia (Fig. 10).
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Figura 10- Transfec¢do da linhagem HEK293-T com o plasmideo EGFP.

Lipofectamina 3000
HEK293-T + GFP HEK293-T + GFP
Fluorescéncia Fluorescéncia + Campo claro

Legenda: Transfec¢@o da linhagem HEK293-T com o plasmideo GFP, com lipofectamina 3000. As imagens foram
capturadas com microscopio optico equipado com fluorescéncia. Foi realizado o merge das imagens de
campo claro e fluorescéncia.

Fonte: A autora, 2024.

As concentragdes de APX2009 e Stattic foram definidas de acordo com uma curva de
viabilidade celular pelo ensaio WST-1. Dessa forma, foi visto que a concentragdo nao letal, de
10 uM de APX2009 e de Stattic, foram capazes de reduzir significativamente a luminescéncia

relativa ao plasmideo reporter de STAT3, sugerindo redugdo da atividade transcricional de
STAT3 (Fig. 11).
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Figura 11-Quantificacdo da atividade transcricional de STAT3 por ensaio de gene reporter na

linhagem HEK293-T.
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Legenda: Ensaio de gene reporter para avaliar a atividade transcricional de STAT3 na linhagem HEK293-T, pela
transfec¢do com o plasmideo pM67 pTATA TK-Luc, apés 24 horas de tratamento com Stattic e
APX2009. IL-6 a 35 ng/ul por 30 minutos foi utilizada como controle de indugdo de STAT3. A
quantificacdo foi baseada na luminescéncia, foi feita a normalizagdo com a renila e calculada a razéo
em relacdo ao DMSO, usado como controle. O valor foi considerado estatisticamente significativo com

p<0,05 (*).
Fonte: A autora, 2024.

Para a linhagem MCF-7, também foi utilizada a lipofectamina 3000 para a transfeccao

do plasmideo GFP. A visualizagdo das células transfectadas foi realizada com o auxilio do

microscopio de fluorescéncia (Fig. 12). Para este ensaio foi realizada a co-transfec¢do com o

plasmideo de interesse e seu normalizador (renila).
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Figura 12-Transfec¢do da linhagem MCF-7 com o plasmideo GFP.
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Legenda: Transfeccdo da linhagem MCF-7 com o plasmideo GFP, com lipofectamina 3000. As imagens foram
capturadas com microscopio optico equipado com fluorescéncia. Foi realizado o merge (imagem a
direita) das imagens de campo claro e fluorescéncia.

Fonte: A autora, 2024.

O tratamento com Stattic reduziu significativamente a atividade de STAT3 comparado
ao controle. Além disso, o tratamento com 4 e 20 uM de APX2009 também reduziu
significativamente a atividade transcricional de STAT3, sugerindo uma regulagdo desse fator

de transcri¢do pelo dominio redox de APE1 (Fig. 13).
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Figura 13-Quantificagdo da atividade transcricional de STAT3 por ensaio de gene reporter na
linhagem MCF-7.
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Legenda: Ensaio de gene reporter para avaliar a atividade transcricional de STAT3 na linhagem MCF-7, pela
transfec¢do com o plasmideo pM67 pTATA TK-Luc, apés 24 horas de tratamento com Stattic e
APX2009. IL-6 a 35 ng/ul por 30 minutos foi utilizada como controle de indugdo de STAT3. A
quantifica¢do foi baseada na luminescéncia, foi feita a normalizagdo com a renila e calculada a razéo
em relacdo ao DMSO, usado como controle. O valor foi considerado estatisticamente significativo com

p<0,05 (¥) e p<0,01 (**).
Fonte: A autora, 2024.

J& para a linhagem MDA-MB-231, foram realizados testes com o plasmideo GFP para
avaliar a eficiéncia de transfec¢do. A Lipofectamina 3000, utilizada para a HEK293-T e MCF-
7, ndo atingiu a eficiéncia necessaria para execugdo dos experimentos (Fig. 14), para isso foram
testados outros reagentes de transfeccdo, como o SuperFect Transfection Reagent (Qiagen #cat
301305), que também ndo exibiu boa eficiéncia, e o X-treme GENE™ HP DNA Transfection
Reagent (Roche), o qual foi possivel detectar a fluorescéncia emitida pelo plasmideo GFP (Fig.
W), entretanto o mesmo ndo ocorreu com o plasmideo 4xM67 pTATA TK-Luc. A lipofectamina
LTX (ThermoFisher) também ndo foi eficiente na transfec¢do do plasmideo GFP na linhagem
MDA-MB-231 (Fig. 14). Diante das diversas tentativas de transfectar MDA-MB-231 e sem

sucesso nesse processo, a avaliacao da atividade transcricional nessa linhagem ficou limitado.
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Figura 14-Transfec¢do da linhagem MDA-MB-231 com o plasmideo GFP.

A Lipofectamina 3000 B SuperFect
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c X-treme D Lipofectamina LTX
MDA-MB-231 + GFP MDA-MB-231 + GFP MDA-MB-231 + GFP

Fluorescéncia Fluorescéncia Fluorescéncia + Campo claro

Legenda: Transfec¢do da linhagem MDA-MB-231 com o plasmideo GFP, com (A) lipofectamina 3000, (B)
Superfect, (C) X-treme e (D) Lipofectamina LTX. As imagens foram capturadas com microscopio
optico equipado com fluorescéncia. Foi realizado o merge das imagens de campo claro e fluorescéncia.

Fonte: A autora, 2024.

4.2. Analise da viabilidade celular de células de cincer de mama em resposta ao
tratamento com APX2009 e Stattic

Previamente nosso grupo mostrou que ap6s 24 horas APX2009 reduz de forma dose-
dependente a viabilidade das células MDA-MB-231 e MCF-7. O tratamento das células MDA-
MB-231 a partir de 10 uM de APX2009 reduz significativamente a viabilidade dessas células.
Enquanto para a linhagem MCF-7, o tratamento com 50 pM de APX2009 reduz
significativamente a viabilidade celular, sugerindo que essas células sejam mais resistentes ao
tratamento, comparado a MDA-MB-231 (SIQUEIRA et al., 2024a). Além disso, também
mostramos que o tratamento com 30 uM de Stattic reduz a viabilidade das culturas de células
da linhagem MDA-MB-231, porém para a cultura de MCF-7, € necessaria uma concentragao
maior, de 90 pM, para reducdo significativa da viabilidade, sugerindo que essa célula ¢ mais
resistente a inibicdo de STAT3. A tabela 2 indica os valores de IC50 encontrados para os

tratamentos em cada célula e, apesar de baixas concentragdes de APX2009 serem necessarias
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para reduzir significativamente a viabilidade celular da linhagem MDA-MB-231, o IC50 de

ambas as linhagens sdo proximos.

Tabela 2- IC50 dos inibidores Stattic e APX2009 nas linhagens de cancer de mama.

LINHAGEM CELULAR COMPOSTO IC50
MDA-MB-231 Stattic 53,55
MDA-MB-231 APX2009 71,5

MCF-7 Stattic 58
MCF-7 APX2009 76,03

Legenda: A tabela indica o IC50, obtido através da curva dose-resposta dos compostos, Stattic e APX2009,
avaliados pelo ensaio WST-1, na linhagem MDA-MB-231 ¢ MCF-7.
Fonte: A autora, 2024.

Além de isoladamente, o efeito combinado dos inibidores APX2009 ¢ Stattic foi testado
para avaliar a atuacdo conjunta desses compostos no processo de viabilidade celular. O
tratamento combinado com 20 uM de APX2009 e 30 pM de Stattic foi capaz de reduzir ainda
mais a viabilidade celular das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 comparado aos tratamentos
onde foram testados somente um dos inibidores (Fig. 15). Para descrever melhor a atuacgao
desses inibidores, foi calculado o indice de combinagdo, o qual indicou sinergismo entre os dois
compostos (Fig. 16). Para a linhagem MDA-MB-231, as duas concentracdes isoladamente
reduziram a viabilidade celular e quando combinadas geraram um efeito ainda maior na
redugdo, comparado aos tratamentos isolados. Enquanto para a MCF-7, as duas concentragdes
1soladamente ndo eram capazes de reduzir a viabilidade, mas combinadas passam a ter um efeito

significativo, quando comparado ao controle e aos tratamentos isolados (Fig. 15).
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Figura 15- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, na viabilidade

celular das linhagens de cancer de mama.
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Legenda: Viabilidade celular das linhagens MDA-MB-231 (A) e MCF-7 (B) ap6s tratamento de 24 horas com os
inibidores APX2009, nas concentracdes de 0,8, 4, 10, 20 e 50 uM e Stattic, nas concentragdes de 6, 10,
30 e 60 uM, individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram
considerados estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*), p<0,01

(**) e p<0,001 (***). As comparacdes entre os tratamentos foram consideradas estatisticamente
significativas com valores de p<0,05 (#) e p<0,01 (##).

Fonte: A autora, 2024.

Figura 16- indice de combinagio dos inibidores Stattic e APX2009 nas linhagens de cancer de

mama.
A CI Data for Non-Constant Combo: AS (A+S)
Dose A Dose S Effect C1
20.0 30.0 0.62 0.24414
4.0 10.0 0.06 21.7168
10.0 30.0 0.19 3.97388
20.0 60.0 0.54 0.69273
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Legenda: Indice de combinagio dos tratamentos com os inibidores APX2009 (dose A) e Stattic (dose S) nas
linhagens MDA-MB-231 (A) e MCF-7 (B). O efeito (effect) ¢ indicado pela porcentagem de células
ndo viaveis obtida pelo ensaio de WST-1. E CI indica o indice de combinagdo calculado pelo programa
compusyn. Valores acima de 1 foram considerados como antagonismo, igual a 1 considerado como
efeito aditivo, e abaixo de 1 considerados como sinergismo.

Fonte: A autora, 2024
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4.3. Analise da viabilidade das células HEK293-T em resposta ao tratamento com
APX2009 e Stattic

Para avaliar os possiveis efeitos adversos da inibi¢do redox de APE1 e da inibigdo de STAT3
em uma linhagem celular ndo tumoral e estabelecer uma curva de viabilidade, foi realizado o
ensaio WST-1 nas células HEK293-T.

O tratamento dessas células com APX2009 foi significativo em reduzir a viabilidade celular
nas concentragdes de 20, 50 e 100 pM. O tratamento com o inibidor Stattic também foi capaz
de reduzir significativamente a viabilidade celular das células HEK293-T nas concentragdes de
30,60 e 90 uM (Fig. 17). Entretanto, apesar de a reducdo na viabilidade celular ser significativa,
ambos os inibidores nao atingem o IC50 (> 100 uM para APX2009 ¢ > 90 uM para Stattic) nas
concentragdes testadas na linhagem ndo tumoral HEK293-T, mostrando ser mais seletivos

contra as células tumorais.

Figura 17- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009 na viabilidade celular da linhagem celular
HEK?293-T.
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Legenda: Viabilidade celular da linhagem HEK293-T apo6s tratamento de 24 horas com os inibidores APX2009
(A), nas concentragdes de 0,8, 4, 10, 20, 50 e 100 uM e Stattic (B), nas concentragdes de 6, 10, 30, 60
e 90 uM. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**).

Fonte: A autora, 2024.
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4.4. Anailise do potencial de formacao de colonia de células de cancer de mama em
resposta ao tratamento com APX2009 e Stattic

Para analisar o efeito dos inibidores APX2009 e Stattic sobre a capacidade de formagao
de colonias, foi realizado o ensaio de formagao de colonias. Para isso, foram determinadas
novas concentragdes dos inibidores, visto que esse ensaio utiliza uma baixa densidade de
células. Em dados recentes do nosso grupo de pesquisa, mostrou que para as linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7 o tratamento com 4 uM de APX2009 foi capaz de reduzir significativamente
o potencial de formagdo de colonia dessa célula, sugerindo reducdo na proliferacdo celular
(SIQUEIRA et al., 2024a). Enquanto as concentragdes de 0,6 a 3 uM de Stattic para a MCF-7,
e 3 uM de Stattic para a MDA-MB-231, foram capazes de reduzir o potencial de formagao de
coldnia dessas linhagens (Fig. 18).

Com esses resultados, foi feito o ensaio de formacdo de col6nia em resposta ao
tratamento combinado dos inibidores APX2009 e Stattic nas duas linhagens tumorais. Para a
linhagem MDA-MB-231, o tratamento combinado com concentra¢des que isoladamente nao
exibem redugdo da proliferagdo, 0,16 uM de APX2009 e 0,6 uM de Stattic, reduziu

significativamente o potencial de formagdo de colonias dessa célula (Fig. 18).
Figura 18- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, no potencial de

formacao de colonias da linhagem MDA-MB-231.
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Legenda: Ensaio de proliferacdo por formacao de colonias da linhagem MDA-MB-231 apds tratamento com o0s
inibidores APX2009, nas concentragdes de 0,16 ¢ 0,8 uM e Stattic, nas concentragdes de 0,3 ¢ 0,6 uM,
individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos comparados a0 DMSO com valores de p<0,01 (¥*) e p<0,001 (***). (A)
imagens das colonias formadas ap6s os tratamentos. (B) quantificacdo das colonias formadas apds os
tratamentos, através da elui¢do com acido acético. Barras= 5000 pm.

Fonte: A autora, 2024.

Enquanto para MCF-7, linhagem que se mostrou mais sensivel neste ensaio ao
tratamento com Stattic, o tratamento combinado com 0,16 uM de APX2009 e 0,6 uM de Stattic
também foi capaz de reduzir ainda mais o potencial clonogénico dessas células, comparado ao

tratamento individual (Fig. 19).

Figura 19- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, no potencial de
formacao de colonias da linhagem MCF-7.
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Legenda: Ensaio de proliferagdo por formacgao de colonias da linhagem MCF-7 apos tratamento com os inibidores
APX2009, nas concentragdes de 0,16 e 0,8 pM e Stattic, nas concentragdes de 0,3 ¢ 0,6 uM,
individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**). A
comparacgdo entre os tratamentos foi considerada estatisticamente significativa com valores de p<0,05
#), p<0,01 (##) e p<0,001 (###). (A) imagens das coldnias formadas apoés os tratamentos. (B)
quantificacdo das colonias formadas apds os tratamentos, através da eluicdo com acido acético. Barras=
5000 pm.

Fonte: A autora, 2024.
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4.5. Analise do potencial de migracao celular de células de cincer de mama em resposta

a0 tratamento com APX2009 e Stattic

O ensaio Wound Healing foi utilizado para avaliar os efeitos do tratamento com os

inibidores APX2009 e Stattic no potencial de migragdo das células MDA-MB-231 e MCF-7.

Para a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com 6 ¢ 10 uM de Stattic apos 24 horas nao

afetou significativamente a migracdo dessas células em comparagdo com o controle. Em

contrapartida, o tratamento dessas células com 4 pM de APX2009 reduziu significativamente a

migracdo celular em comparagdo com o controle. O tratamento combinado com as

concentragdes que ndo afetam a migragdo individualmente, 0,8 uM de APX2009 e 10 uM de

Stattic, foi capaz de reduzir significativamente a migracdo comparado ao controle, mas nao se

mostrou mais eficaz comparado ao tratamento com somente 4 uM de APX2009 (Fig. 20).

Figura 20- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, na capacidade

migratdria da linhagem de cdncer de mama MDA-MB-231.
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Legenda: Ensaio de migragdo celular por Wound Healing da linhagem MDA-MB-231 apos tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentragdes de 0,8 ¢ 4 uM e Stattic, nas concentragdes de 6 ¢ 10 uM,
individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*). (A) imagens das areas
livres apds os tratamentos. (B) quantificagdo da area livre apds os tratamentos, através do software

ImagelJ. Barras= 200 pm.
Fonte: A autora, 2024.
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Para a linhagem MCF-7, o tratamento com 10 e 30 uM de Stattic também nao foi capaz
de afetar significativamente a migragao celular comparado ao controle, porém o tratamento com
20 uM de APX2009 reduziu significativamente a migragdo dessas células. Além disso, o
tratamento combinado, utilizando concentragdes que ndo mostraram efeitos isoladamente,
como 4 uM de APX2009 e 30 uM de Stattic reduziu significativamente a migracao das células
MCF-7 comparado ao controle e aos tratamentos isoladamente, sugerindo que o co-tratamento
das células ¢ mais eficaz em reduzir a migracao celular (Fig. 21).

Figura 21-Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, na capacidade
migratdria da linhagem de cancer de mama MCF-7.
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Legenda: Legenda: Ensaio de migragdo celular por Wound Healing da linhagem MCF-7 apds tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentragdes de 4 ¢ 20 uM e Stattic, nas concentragdes de 10 e 30 pM,
individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**). As
combinagdes entre os tratamentos foram consideradas estatisticamente significativas com valores de
p<0,01 (##). (A) imagens das areas livres apos os tratamentos. (B) quantificacdo da area livre apds os
tratamentos, através do software ImagelJ. Barras= 200 um.

Fonte: A autora, 2024.

4.6. Analise da invasao celular de células de ciAncer de mama em resposta ao tratamento
com APX2009 e Stattic

Para avaliar os efeitos da inibi¢do redox de APE1 e inibigdo de STAT3 na invasao celular,
foi realizado o ensaio de Transwell Matrigel. Para esse ensaio foram utilizadas concentragdes

ndo letais de ambos os inibidores, para que o efeito observado ndo seja decorrente de morte
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celular. Para a linhagem celular MDA-MB-231, tanto o tratamento com 6 uM de Stattic, quanto
o tratamento com 4 uM de APX2009 ap6s 24 horas foram capazes de reduzir significativamente
a invasao dessas células comparado ao controle. O tratamento combinado com 0,8 uM de
APX2009 e 6 uM de Stattic também reduziu significativamente a invasao celular, porém nao
foi mais eficaz comparado ao tratamento individual com 6 uM de Stattic (Fig. 22).

Figura 22-Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, no potencial de
invasdo da linhagem de cancer de mama MDA-MB-231.
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Legenda: Legenda: Ensaio de invasao celular por Transwell Matrigel da linhagem MDA-MB-231 apés tratamento
com os inibidores APX2009, nas concentragdes de 0,8 e 4 pM e Stattic, na concentragdo de 6 uM,
individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**). (A)
imagens da por¢do inferior do Transwell com as células que tiveram capacidade de invadir apos o
tratamento. (B) quantificagdo das células que invadiram apos os tratamentos, através do software
ImagelJ. Barras= 200 pm.

Fonte: A autora, 2024.

Ja para a linhagem MCF-7, as maiores concentragdes testadas, 20 uM de APX2009 e
30 pM de Stattic também reduziram significativamente a invasdo celular comparado ao
controle. E, o tratamento combinado com concentra¢des que individualmente ndo afetam a
invasdo, como 4 uM de APX2009 e 10 uM de Stattic, reduziu significativamente a invasao
celular comparado ao controle e aos tratamentos individuais. Sugerindo novamente que o

tratamento combinado ¢ mais eficaz em reduzir o potencial migratério de células MCF-7

(Fig.23).
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Figura 23-Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, no potencial de

invasao da linhagem de cancer de mama MCF-7.
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Legenda: Legenda: Ensaio de invasao celular por Transwell Matrigel da linhagem MCF-7 apds tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentragdes de 4 ¢ 20 uM e Stattic, nas concentragdes de 10 e 30 pM,
individualmente ou combinados. O DMSO foi utilizado como controle. Os dados foram considerados
estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**). (A)
imagens da por¢do inferior do Transwell com as células que tiveram capacidade de invadir apds o
tratamento. (B) quantificagdo das células que invadiram apds os tratamentos, através do software

ImageJ. Barras= 200 pm.
Fonte: A autora, 2024.

4.7. Andlise da inducio de morte celular de células de ciAncer de mama em resposta ao

tratamento com APX2009 e Stattic

Para avaliar os efeitos da inibi¢do redox de APEI e inibicdo de STAT3 na morte celular,

foram realizados ensaios de citometria de fluxo. Para avaliar morte celular por apoptose, a

anexina V-FITC foi utilizada, e morte por necrose foi avaliada pela marcacdo com 7-AAD.

Inicialmente os resultados foram obtidos utilizando o citometro BD Accuri C6 e indicaram que

para a linhagem MDA-MB-231, o tratamento com 10, 20 e 50 uM de APX2009 promove o

aumento da porcentagem de células marcadas com anexina, sugerindo morte celular por

apoptose, enquanto a concentracdo de 50 uM de APX2009 também indica apoptose tardia,

comparado com o controle (Fig. 24). Entretanto para a linhagem MCF-7 somente a

concentragao de 50 uM de APX2009 foi capaz de provocar apoptose (Fig. 24).
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Figura 24- Efeito do inibidor APX2009 na morte celular das linhagens de cancer de mama
MDA-MB-231 e MCEF-7.
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Legenda: (A) Ensaio de morte celular por citometria de fluxo das linhagens MDA-MB-231 (B) e MCF-7 (C) apds
tratamento com o inibidor APX2009, nas concentragdes de 0,8, 4, 10,20 ¢ 50 uM. O DMSO foi utilizado
como controle. A porcentagem das células foi calculada pela razao de células marcadas no grupo tratado
pelo grupo controle. As células positivas para FL1 e negativas para FL3 foram consideradas como
apoptose, e as positivas para FL1 e FL3, foram consideradas como apoptose tardia. Os dados foram
considerados estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e
p<0,001 (***). Imagens geradas pelo BD CSampler software.

Fonte: A autora, 2024.

O tratamento com 30 uM de Stattic também foi capaz de provocar apoptose e apoptose
tardia nas células MDA-MB-231, e 60 uM deste inibidor foi capaz de provocar morte por
necrose na linhagem MCF-7 (Fig. 25).



63

Figura 25-Efeito do inibidor Stattic na morte celular das linhagens de cancer de mama MDA -
MB-231 ¢ MCF-7.
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Legenda: (A) Ensaio de morte celular por citometria de fluxo das linhagens MDA-MB-231 (B) e MCF-7 (C) apds
tratamento com o inibidor Stattic, nas concentragdes de 1, 3, 6, 10, 30 ¢ 60 uM. O DMSO foi utilizado
como controle. A porcentagem das células foi calculada pela razdo de células marcadas no grupo tratado
pelo grupo controle. As células positivas para FL1 e negativas para FL3 foram consideradas como
apoptose, ¢ as positivas para FL1 e FL3, foram consideradas como apoptose tardia. Os dados foram
considerados estatisticamente significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01
(**). Imagens geradas pelo BD CSampler software.

Fonte: A autora, 2024.

Ja o tratamento combinado indicou que para a linhagem MDA-MB-231, as
concentracdes utilizadas para os ensaios de migracdo e invasdo, 0,8 uM de APX2009
combinado com 6 ou 10 pM de Stattic, ndo foram capazes de levar a morte celular, enquanto a
combinag¢do que reduz a viabilidade celular (20 uM de APX2009 e 30 uM de Stattic) provoca
morte celular por apoptose e apoptose tardia comparado ao controle, porém nao ¢ um efeito

estatisticamente diferente dos tratamentos isolados (Fig. 26).
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Figura 26- Efeito da combinagdo dos inibidores APX2009 e Stattic na morte celular da linhagem

de cancer de mama MDA-MB-231.

A
MDA-MB-231 = Apoptose (FL1+/FL3-)
=3 Apoptose Tardia (FL1+/FL3+)
40 o Bl Necrose (FL1-/FL3+)
30 I{h
20 *k
0
S 10 | Ly
@ 5
S 4 .
3 o -
2
1
0
DMSO - - - -
APX2009 08uM | 20 um - - 08uM | 08pM | 20pM
Stattic 6 uM 10 pM 30 uM 6 UM 10 pM 30 uM
B DMSO APX 0.8 uM APX 4 pM APX 20 pM A08+S6um

7-AAD

ST10uM

10 10 0
ST 30 uM

! Pt w0 f
A 20+ 530 uM
r

10 10 w |
A08+510uM

Anexina V-FITC

Legenda: Ensaio de morte celular por citometria de fluxo da linhagem MDA-MB-231 apds tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentra¢des de 0,8, 4 ¢ 20 uM, e Stattic nas concentra¢des de 6, 10 e 30
puM. O DMSO foi utilizado como controle. A porcentagem das células foi calculada pela razéo de células
marcadas no grupo tratado pelo grupo controle. As células positivas somente para FL1 foram
consideradas como apoptose, as positivas somente para FL3 como necrose, e as positivas para FL1 e
FL3, foram consideradas como apoptose tardia. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**). Imagens geradas pelo

software Floreada.io.
Fonte: A autora, 2024.

Em contrapartida, o tratamento combinado na linhagem MCF-7, nas concentracdes de

4 uM de APX2009 e 30 uM de Stattic foi capaz de provocar morte por necrose, comparado ao

controle e ao tratamento com somente APX2009. Além disso, as concentragdes que reduzem a

viabilidade celular, 20 uM de APX2009 e 30 uM de Stattic, também provocaram morte celular

por necrose. O tratamento com Stattic 30 uM, que anteriormente utilizando o citometro BD

Accuri C6 (Fig. 25) ndo indicava morte, passou a indicar significativamente morte por apoptose

tardia e necrose (Fig. 27).
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Figura 27- Efeito da combinag¢do dos inibidores APX2009 e Stattic na morte celular da linhagem
de cancer de mama MCF-7.
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Legenda: Ensaio de morte celular por citometria de fluxo da linhagem MDA-MB-231 ap6s tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentragdes de 4 e 20 uM, e Stattic nas concentragdes de 10 e 30 uM. O
DMSO foi utilizado como controle. A porcentagem das células foi calculada pela razdo de células
marcadas no grupo tratado pelo grupo controle. As células positivas somente para FL1 foram
consideradas como apoptose, as positivas somente para FL3 como necrose, e as positivas para FL1 e
FL3, foram consideradas como apoptose tardia. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos comparados ao DMSO com valores de p<0,05 (*) e p<0,01 (**). Imagens geradas pelo
software Floreada.io.

Fonte: A autora, 2024.

Outra metodologia utilizada para avaliar morte celular por necrose foi mensurar os

niveis de LDH pelo LDH-Glo™ Cytotoxicity Kit (Promega). De acordo com (CHAN;

MORIWAKI; DE ROSA, 2013), o LDH ¢ uma das moléculas liberadas no processo de

permeabilizagdo de membrana apds morte por necrose. Para a linhagem MDA-MB-231, os

inibidores APX2009 e Stattic ndo foram capazes de promover aumento nos niveis de LDH,

sugerindo que ndo provocam morte celular por necrose nesta célula (Fig. 28).
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Figura 28- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009 no nivel de LDH liberado pela linhagem de
cancer de mama MDA-MB-231.
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Legenda: Morte celular por necrose pelo ensaio de LDH da linhagem MDA-MB-231 apos tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentra¢des de 0,8, 4 ¢ 20 uM, e Stattic nas concentra¢des de 3, 10 e 30
pM. O DMSO foi utilizado como controle. A porcentagem das células foi calculada pela razéo de células
marcadas no grupo tratado pelo grupo controle.

Fonte: A autora, 2024.

Na linhagem MCF-7, APX2009 também ndo elevou os niveis de LDH, entretanto 90

uM de Stattic aumentou significativamente os niveis de LDH, sugerindo morte celular por

necrose (Fig. 29).

Figura 29-Efeito dos inibidores Stattic e APX2009 no nivel de LDH liberado pela linhagem de
cancer de mama MCF-7.
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Legenda: Morte celular por necrose pelo ensaio de LDH da linhagem MDA-MB-231 apos tratamento com os
inibidores APX2009, nas concentragdes de 4, 20 e 50 uM, e Stattic nas concentragdes de 10, 30 e 90
uM. O DMSO foi utilizado como controle. A porcentagem das células foi calculada pela razéo de células
marcadas no grupo tratado pelo grupo controle.

Fonte: A autora, 2024.
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4.8. Analise dos niveis de mRNA de genes que regulam positivamente a proliferacio,
migracgao e invasio, em resposta ao tratamento com APX2009 e Stattic

A PCR em tempo real foi realizada para avaliar possiveis alteragdes moleculares
envolvidas na regulacao dos eventos celulares observados apds o tratamento com o inibidor
redox APX2009 e o inibidor de STAT3, Stattic. Foram analisados os niveis de mRNA de genes
alvos de STAT3, como RHOU e FSCN1, relacionados a migragao celular, e MMP-9, relacionada
a invasao celular. Genes envolvidos diretamente no processo de EMT, como Vimentina (VIM),
Fibronectina (FNI), E-caderina (CDH1), N-caderina (CDH?2) e Snail (SNAII). Além de genes
relacionados a proliferacdo e morte celular, como MKi67, BIRC5 e CCNDI, e genes com
multiplas fungdes como APEX], STAT3 e c-FOS.

O tratamento isolado e o combinado com APX2009 ou Stattic, ndo foi capaz de alterar

os niveis de mRNA dos genes avaliados, na MDA-MB-231 (Fig. 30, 31, 32 e 33).
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Figura 30-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de
mRNA de genes que regulam a proliferacao e sobrevivéncia celular, na linhagem MDA-MB-

231.
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Legenda: Niveis de mRNA dos genes MKi67, BIRC5 e CCNDI quantificados por RT-qPCR da linhagem MDA-
MB-231 apds o tratamento com os inibidores APX2009, na concentracdo de 4 pM e Stattic na
concentragdo de 6 uM, individualmente, e combinados na concentragdo de 0,8 ¢ 6 uM de APX2009 e
Stattic respectivamente. O DMSO foi utilizado como controle. A quantificagdo foi normalizada pelo
gene B2M, e o calculo foi realizado pelo método AACT.
Fonte: A autora, 2024.



69

Figura 31-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de
mRNA de genes que regulam multiplas vias, na linhagem MDA-MB-231.
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Legenda: Niveis de mRNA dos genes APEXI, STAT3 e ¢-FOS quantificados por RT-qPCR da linhagem MDA-
MB-231 apds o tratamento com os inibidores APX2009, na concentracdo de 4 pM e Stattic na
concentrac¢do de 6 uM, individualmente, e combinados na concentragdo de 0,8 ¢ 6 uM de APX2009 e
Stattic respectivamente. O DMSO foi utilizado como controle. A quantificagdo foi normalizada pelo
gene B2M, e o célculo foi realizado pelo método AACT.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 32-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de
mRNA de genes que regulam a migracao e invasao, na linhagem MDA-MB-231.

0.5

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)

FSCN1

T
.

DMSO

2.0q

1.04

0.54

Niveis de mMRNA
(normalizado por B2M)

T T
.

T
Stattic 6 uM

RHOU

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)
P

DMSO

T
DMSO Stattic 8 pM

MMPS

+
T

T
Stattic 6 pM

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)

FSCN1

f
4

T
DMSO APX2009 4 uM

RHOU

I
o

2.0

1.5

1.0

0.5

T
DMsSO APX2009 4 pM

MMP9

[ &
1

T
DMSO APX2009 4 pM

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)

Niveis de mRNA
(normalizado por B2M)

Niveis de mRNA
(normalizado per B2M)

DMSO

DMSO

ma [

FSCN1

{
!

T
APX 0.8 +ST6

RHOU

APX 0.8 +ST6

MMP9

T
DMSO

T
APX 08 +ST6

Legenda: Niveis de mRNA dos genes FSCNI, RHOU e MMP9 quantificados por RT-qPCR da linhagem MDA-
MB-231 apds o tratamento com os inibidores APX2009, na concentragdo de 4 uM e Stattic na
concentragdo de 6 uM, individualmente, e combinados na concentragdo de 0,8 ¢ 6 uM de APX2009 e
Stattic respectivamente. O DMSO foi utilizado como controle. A quantifica¢do foi normalizada pelo
gene B2M, e o calculo foi realizado pelo método AACT.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 33-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de

mRNA de genes que regulam classicamente a Transi¢ao epitélio-mesenquimal, na linhagem
MDA-MB-231.
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Legenda: Niveis de mRNA dos genes VIM (vimentina), FNI (fibronectina), SNAI/ (Snail) e CDH2 (N-CAD)
quantificados por RT-qPCR da linhagem MDA-MB-231 ap6s o tratamento com os inibidores APX2009,
na concentra¢do de 4 uM e Stattic na concentracdo de 6 uM, individualmente, e combinados na
concentragdo de 0,8 e 6 uM de APX2009 e Stattic respectivamente. O DMSO foi utilizado como

controle. A quantificacéo foi normalizada pelo gene B2M, e o calculo foi realizado pelo método AACT.
Fonte: A autora, 2024.

Enquanto na MCF-7, o tratamento com 30 uM de Stattic reduziu significativamente os

niveis do marcador de proliferagdo MKi67 (Fig. 34), e do marcador mesenquimal Vimentina

(Fig. 37), porém nao alterou os niveis dos outros genes, assim como o tratamento com APX2009

(Fig. 34, 35, 36 e 37). Além disso, o tratamento combinado com APX2009 e Stattic foi capaz

de reduzir significativamente os niveis dos marcadores mesenquimais Vimentina e Fibronectina

(Fig. 37).
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Figura 34-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de

mRNA de genes que regulam a proliferacdo, na linhagem MCF-7.
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Legenda: Niveis de mRNA dos genes MKi67, BIRC5 e CCNDI quantificados por RT-qPCR da linhagem MCF-7
apos o tratamento com os inibidores APX2009, na concentragido de 20 uM e Stattic na concentragio de
30 pM, individualmente, e combinados na concentracdo de 4 e 10 pM de APX2009 e Stattic
respectivamente. O DMSO foi utilizado como controle. A quantificagao foi normalizada pelo gene B2M,
e o calculo foi realizado pelo método AACT.

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 35-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de

mRNA de genes que regulam multiplas vias, na linhagem MCF-7.
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Legenda: Niveis de mRNA dos genes APEXI, STAT3 e c-FOS quantificados por RT-qPCR da linhagem MCF-7
apos o tratamento com os inibidores APX2009, na concentragdo de 20 uM e Stattic na concentragdo de
30 pM, individualmente, e combinados na concentragdo de 4 e¢ 10 pM de APX2009 e Stattic
respectivamente. O DMSO foi utilizado como controle. A quantificagdo foi normalizada pelo gene B2M,
e o calculo foi realizado pelo método AACT.
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 36-Efeito dos inibidores Stattic ¢ APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de
mRNA de genes que regulam a migragdo e invasao, na linhagem MCF-7.
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Niveis de mRNA dos genes Rhou, FSCNI ¢ MMP9 quantificados por RT-qPCR da linhagem MCF-7

apos o tratamento com os inibidores APX2009, na concentragdo de 20 uM e Stattic na concentracio de
30 pM, individualmente, e combinados na concentragdo de 4 e 10 pM de APX2009 e Stattic
respectivamente. O DMSO foi utilizado como controle. A quantificagdo foi normalizada pelo gene B2M,
e o calculo foi realizado pelo método AACT.
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 37- Efeito dos inibidores Stattic e APX2009, isolados ou combinados, nos niveis de
mRNA de genes que regulam classicamente a transi¢cdo epitélio-mesenquimal, na linhagem

MCEF-T7.
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Legenda: Niveis de mRNA dos genes VIM (vimentina), FNI (fibronectina), SNAI/I (Snail) e CDHI (E-CAD)
quantificados por RT-qPCR da linhagem MCF-7 apds o tratamento com os inibidores APX2009, na
concentragdo de 20 uM e Stattic na concentragdo de 30 uM, individualmente, ¢ combinados na
concentragdo de 4 e 10 uM de APX2009 e Stattic respectivamente. O DMSO foi utilizado como
controle. A quantificagdo foi normalizada pelo gene B2M, ¢ o calculo foi realizado pelo método AACT.
Fonte: A autora, 2024.

4.9.

Correlac¢ao entres os niveis de mRNA das assinaturas de atividade de STAT3 e da
atividade redox de APE1

Para comparar os dados obtidos in vitro com dados de pacientes com cancer de mama, foi

utilizado o banco de dados TCGA TARGET GTEx através da plataforma UCSC XENA. Deste

banco, foram selecionadas as amostras de tumor primario (TCGA-BRCA) de pacientes do sexo
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feminino. Foram realizadas analises de correlacdo entre os niveis de mRNA de uma assinatura
génica de atividade redox de APEI e de atividade de STAT3 para avaliar se esses fatores sao
associados clinicamente. Além disso, as amostras foram divididas de acordo com o subtipo
tumoral (PAMS50), sendo feita a comparagao entre os subtipos Luminal A e Basal, visto que eles
representam respectivamente as linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231.

Os resultados demonstram que existe uma correlagao positiva de moderada a forte entre as
assinaturas de atividade redox de APE1 e de atividade de STAT3, sugerindo uma associagao
entre essas sinalizagdes, no cancer de mama. O subtipo luminal A foi o que apresentou maior
nivel de correlacdo, sendo classificada como forte, o que pode indicar uma maior interagao
entre a sinaliza¢ao redox de APE1 e STAT3 neste subtipo (Fig. 38).

Figura 38- Correlagdo dos niveis de mRNA da assinatura da atividade redox de APE1 e da

atividade de STAT3 em amostras tumorais de pacientes com cancer de mama.
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Legenda: Correlacdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 com os niveis da assinatura de
atividade de STAT3 em amostras de cancer de mama do TCGA, através da plataforma UCSC XENA.
As andlises foram feitas em todas as amostras de cancer de mama (BC), e separadamente no subtipo
basal e luminal A. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,0001 (***%*),
Fonte: A autora, 2024.

4.10. Analise da associacdo entre os niveis de mRNA das assinaturas de TEM e
proliferacio e os niveis de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e de
STAT3

Além das assinaturas de APE1 e STAT3, foram realizadas analises de correlacao entre os
niveis de mRNA dessas assinaturas com os niveis de assinaturas de proliferacdo celular e
transi¢do epitélio-mesenquimal (TEM). Os dados obtidos indicam uma correlagdo positiva e
moderada entre os niveis da assinatura de STAT3 ¢ APE1 com a assinatura de TEM, tanto no
subtipo basal quanto no subtipo Luminal A. Sendo a correlagdo mais forte entre STAT3 e a

assinatura de TEM no subtipo Luminal A (Fig. 39).
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Figura 39- Correlagdo entre os niveis de mRNA das assinaturas de APE1 e STAT3 com os niveis
de mRNA da assinatura de TEM em amostras tumorais de pacientes com cancer de mama.
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Legenda: Correlacdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e assinatura de atividade de
STAT3 com os niveis de uma assinatura de TEM em amostras de cancer de mama do TCGA, através da
plataforma UCSC XENA. As analises foram feitas separadamente no subtipo basal e luminal A. A
correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,0001 (***%*).

Fonte: A autora, 2024.

Para a assinatura de proliferagdo, os dados também indicaram uma correlagdo positiva
de nivel fraco a moderado, tanto comparada a assinatura de STAT3 quanto de APE1, em ambos
os subtipos de cancer de mama (Fig. 41). Novamente a correlagdo mais forte foi encontrada

entre a assinatura de STAT3 com a assinatura de proliferacdo, no subtipo Luminal A (Fig. 40).



78

Figura 40- Correlagdo entre os niveis de mRNA das assinaturas de APE1 e STAT3 com os niveis
de mRNA da assinatura de proliferagdo em amostras tumorais de pacientes com cancer de

mama.
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Legenda: Correlacdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e assinatura de atividade de
STAT3 com os niveis de uma assinatura de proliferacdo em amostras de cancer de mama do TCGA,
através da plataforma UCSC XENA. As analises foram feitas separadamente no subtipo basal e luminal
A. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*) e p<0,0001 (¥***),

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 41- Heatmap das correlagdes entre os niveis de mRNA das assinaturas de APE1 e STAT3
com as assinaturas de proliferacdo e TEM em amostras de cancer de mama.
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Legenda: Heatmap da correlag@o a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e assinatura de
atividade de STAT3 com os niveis de uma assinatura de proliferacdo e de TEM em amostras de cancer
de mama do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlacdo foi estatisticamente significativa,
com valor de p<0,0001 (***%*),

Fonte: A autora, 2024.

Para avaliar o papel da sinalizacdo e interagdo entre a atividade redox de APE1 e STAT3
nos niveis das assinaturas de proliferacdo e TEM, as amostras foram separadas em grupos de
alta expressao das assinaturas de STAT3 e APE1 (HIGH) e baixa expressao (LOW). Nossos
resultados mostraram que as amostras que exibem alta expressao tanto da assinatura de APE1
quanto de STAT3 também exibem altos niveis de mRNA das assinaturas de TEM e proliferagao,

no subtipo basal e luminal A (Fig. 42).
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Figura 42-Niveis de mRNA das assinaturas de proliferagdo e de TEM de acordo com os niveis
das assinaturas de STAT3 e APE1 combinadas em amostras tumorais de pacientes com cancer
de mama.
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Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA em pacientes com alta e baixa expressdo de ambas as assinaturas de
atividade redox de APE1 e assinatura de atividade de STAT3 com os niveis de uma assinatura de TEM
e de proliferacdo em amostras de cancer de mama do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. As
analises foram feitas separadamente no subtipo basal e luminal A. A correlacao foi estatisticamente
significativa, com valor de p<0,05 (*) e p<0,0001 (***%*),

Fonte: A autora, 2024.

4.11. Analise dos niveis de mRNA dos genes relacionados a sobrevivéncia, migracao,
invasio e transicio epitélio-mesenquimal em relacio aos niveis de mRNA das
assinaturas de atividade redox de APE1 e de STAT3

A plataforma XENA também foi utilizada para avaliar os niveis de mRNA dos genes
analisados in vitro, com o objetivo de comparar os dados obtidos nas linhagens celulares com
amostras de pacientes com cancer de mama dos subtipos correspondentes, basal e luminal A.
Além disso foram utilizadas assinaturas de atividade redox de APE1 e atividade de STAT3, para

simular a sinaliza¢do dessas proteinas.
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No subtipo de cancer de mama basal, foi observada uma correlagdo positiva de nivel fraco

a moderado, da assinatura de STAT3 com os genes que regulam positivamente o processo de

TEM, como CDH2, Vim, FNI, MMP9 ¢ SNAII, e negativamente como CDH]I (Fig. 43). O

mesmo foi observado para o subtipo Luminal A, porém as correlagdes foram positivas de fracas

a forte (Fig. 44).

Figura 43-Correlagdo entre os niveis da assinatura de STAT3 com os niveis de mRNA de genes

que regulam a TEM em amostras tumorais do subtipo basal.
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Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade de STAT3 com os niveis de mRNA dos genes
que regulam a TEM em amostras de cancer de mama do subtipo basal do TCGA, através da plataforma
UCSC XENA. A correlagao foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,01 (**), p<0,001 (***)

e p<0,0001 (***%*),
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 44-Correlacdo entre os niveis da assinatura de STAT3 com os niveis de mRNA de genes
que regulam a TEM em amostras tumorais do subtipo luminal A.
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Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade de STAT3 com os niveis de mRNA dos genes
que regulam a TEM em amostras de cancer de mama do subtipo luminal A do TCGA, através da
plataforma UCSC XENA. A correlacdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,001 (¥***) e
p<0,0001 (F***),

Fonte: A autora, 2024.

Jé& para a assinatura de APE1, no subtipo basal foram encontradas correlagdes positivas

de fracas a moderadas nos genes CDH1, Vim, FNI, MMP9 e SNAII (Fig. 45).
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Figura 45-Correlacdo entre os niveis da assinatura redox de APE1 com os niveis de mRNA de
genes que regulam a TEM em amostras tumorais do subtipo basal.

Basal BC

18 * Spearman r= 0,2409

AN

Niveis de mRNA de CDH1
log2(expected_count-deseq2+1)
H

101 T T T 1
40 45 50 55
Niveis de mRNA da
Assinatura de APE1
log2(expected_count-deseq2+1)

w
&

- Basal BC
¥
- 22 ek Pearson r=0,4864
g@
R EL
-
< E
Z 318
|
88"
T
$ 21
25
zZ
'é. 12+ T T T 1
S 35 40 a5 50 55

Niveis de mRNA da
Assinatura de APE1
log2(expected_count-deseq2+1)

—_ Basal BC
3
g o 20 Spearman r=0,1835
ag
o9
£l 'E 15
c
33
x ©10
Eg i
44
w & 5
2c
28
=g 01 T T T 1
L 35 40 45 50 55

Niveis de mRNA da
Assinatura de APE1
log2(expected_count-deseq2+1)

Basal BC
bt Spearman r=0,2798

@

v

Niveis de mRNA de SNAI1
@

log2(expected_count-deseq2+1)

<

w
&

T T T
40 45 50 55
Niveis de mRNA da
Assinatura de APE1
log2(expected_count-deseq2+1)

—_ Basal BC
3
= o 20 ek Spearman r=0,3435
3
87 18
st
X o
E 516 /
g2
L g 14
25
z2
& 12 T T T 1
L2 35 40 45 50 55
Niveis de mRNA da
Assinatura de APE1

log2(expected_count-deseq2+1)

- Basal BC
=
by
a2 w* Spearman r=0,3280
23
e
®
-]
x Slm
Eg
g2
°
g s
£3
= % o7 T T T )
8 35 40 45 50 55
Niveis de mRNA da n=97
Assinatura de APE1

log2(expected_count-deseq2+1)

Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 com os niveis de mRNA dos
genes que regulam a TEM em amostras de cancer de mama do subtipo basal do TCGA, através da
plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****).

Fonte: A autora, 2024.

Enquanto que no subtipo Luminal A, as correlagdes encontradas com a assinatura de

APEI foram de fracas a moderadas em todos os genes analisados que participam da regulacao

do processo de TEM (Fig. 46).
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Figura 46-Correlacdo entre os niveis da assinatura redox de APE1 com os niveis de mRNA de

genes que regulam a TEM em amostras tumorais do subtipo luminal A.
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Legenda: Correlagd@o a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 com os niveis de mRNA dos
genes que regulam a TEM em amostras de cancer de mama do subtipo luminal A do TCGA, através da
plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****),

Fonte: A autora, 2024.

O heatmap abaixo demonstra as correlagdes positivas encontradas entre as assinaturas
de APE1 e de STAT3 com os genes que regulam a TEM em amostras de cancer de mama (Fig.
47).
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Figura 47- Heatmap das correlagdes entre os niveis de mRNA das assinaturas de APE1 e STAT3
com genes que regulam a TEM em amostras de cancer de mama.
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Legenda: Heatmap da correlag@o a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e assinatura de
atividade de STAT3 com os niveis de genes que regulam a TEM em amostras de cancer de mama do
TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor
de p<0,0001 (***%*).

Fonte: A autora, 2024.

Para os processos de proliferacdo e sobrevivéncia, foi observado que no subtipo basal
existe uma correlagdo positiva, de niveis fraco a moderado, da assinatura de STAT3 com os
genes MKi67, BIRC5 e CCNDI (Fig. 48). Entretanto, neste subtipo ndo foram observadas

correlacdes significativas entre a assinatura de APE1 e os genes analisados (Fig. 48).
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Figura 48-Correlagao entre os niveis da assinatura redox de APE1 e de STAT3 com os niveis
de mRNA de genes que regulam a proliferacao e sobrevivéncia celular em amostras tumorais

do subtipo basal.
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Legenda: Correlagao a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e de STAT3 separadamente
com os niveis de mRNA dos genes que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia em amostras de cancer
de mama do subtipo basal do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi
estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*) e p<0,0001 (****).

Fonte: A autora, 2024.

Em contrapartida no subtipo luminal A, tanto a assinatura de STAT3 quanto de APE1 se

correlacionam positivamente, de fraca a moderada, com os genes analisados, MKi67, BIRCS e

CCNDI (Fig. 49).
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Figura 49-Correlagao entre os niveis da assinatura redox de APE1 e de STAT3 com os niveis
de mRNA de genes que regulam a proliferacao e sobrevivéncia celular em amostras tumorais
do subtipo luminal A.
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Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e de STAT3 separadamente
com os niveis de mRNA dos genes que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia em amostras de cancer
de mama do subtipo luminal A do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi
estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*) e p<0,0001 (***¥*),

Fonte: A autora, 2024

O heatmap abaixo demonstra as correlagdes positivas encontradas entre as assinaturas
de APEI e de STAT3 com os genes que regulam a proliferacdo e sobrevivéncia celular em
amostras de cancer de mama (Fig. 50).
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Figura 50- Heatmap das correlagdes entre os niveis de mRNA das assinaturas de APE1 e STAT3
com genes que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia celular em amostras de cancer de mama.
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Legenda: Heatmap da correlag@o a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e assinatura de
atividade de STAT3 com os niveis de genes que regulam a proliferacdo e sobrevivéncia celular em
amostras de cancer de mama do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi
estatisticamente significativa, com valor de p<0,0001 (***%*).

Fonte: A autora, 2024.

Os genes que regulam os processos de migracdo, RHOU e FSCN1, além de FOS, alvo
de STAT3, também sdo positivamente correlacionados com as assinaturas de STAT3 e APE1,
nos subtipos Basal (Fig. 51) e Luminal A (Fig. 52), demonstrado também pelo heatmap de
correlagdes (Fig. 53).
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Figura 51-Correlagdo entre os niveis da assinatura redox de APE1 e de STAT3 com os niveis
de mRNA de genes que regulam a migracao celular em amostras tumorais do subtipo basal.
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Correlagdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e de STAT3 separadamente

com os niveis de mRNA dos genes que regulam a migragdo, além de c-FOS (FOS) em amostras de
cancer de mama do subtipo basal do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi
estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*), P<0,01 (**), P<0,001 (***) e p<0,0001 (****),
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 52-Correlagdo entre os niveis da assinatura redox de APE1 e de STAT3 com os niveis

de mRNA de genes que regulam a migragao celular em amostras tumorais do subtipo luminal
A.
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Legenda: Correlacdo a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e de STAT3 separadamente
com os niveis de mRNA dos genes que regulam a migragdo, além de c-FOS (FOS) em amostras de
cancer de mama do subtipo luminal A do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi
estatisticamente significativa, com valor de (**), P<0,001 (***) e p<0,0001 (****).

Fonte: A autora, 2024.
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Figura 53- Heatmap das correlagdes entre as assinaturas de APE1 e STAT3 e os genes que
regulam a migragao em amostras de cancer de mama.
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Legenda: Heatmap da correlag@o a nivel de mRNA das assinaturas de atividade redox de APE1 e assinatura de
atividade de STAT3 com os niveis de genes que regulam a migragdo celular em amostras de cancer de
mama do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi estatisticamente significativa,
com valor de p<0,0001 (***%*),

Fonte: A autora, 2024.

Além de analisar a influéncia das sinalizagdes de STAT3 e APEI isoladamente nos genes
que regulam a TEM, proliferagdo e migracao celular, foi realizada uma analise dos niveis desses
genes em amostras que possuem uma alta expressdo concomitantemente das duas assinaturas,
comparada a amostras que possuem baixa expressao. Com isso os resultados indicaram que
amostras que possuem altos niveis das duas assinaturas exibem significativamente altos niveis
de genes que regulam positivamente a TEM, como VIM, FN1, SNAIl e MMP9 no subtipo basal
(Fig. 54). E altos niveis de todos os genes analisados, sendo CDH 1, como marcador epitelial, e
CDH2, VIM, FNI1, MMP9 e SNAIl, como marcadores mesenquimais, reguladores positivos da
TEM no subtipo luminal A (Fig. 55).
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Figura 54- Niveis de mRNA de genes que regulam a TEM em amostras tumorais do subtipo
basal de acordo com os niveis das assinaturas de APE1 e STAT3.
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Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA em pacientes com alta ¢ baixa expressdo de ambas as assinaturas de
atividade redox de APE1 e de STAT3 com os niveis de mRNA dos genes que regulam a TEM em
amostras de cancer de mama do subtipo basal do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A
correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*), P<0,001 (***) e p<0,0001 (****),
Fonte: A autora, 2024.
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Figura 55-Niveis de mRNA de genes que regulam a TEM em amostras tumorais do subtipo
luminal A de acordo com os niveis das assinaturas de APE1 e STATS3.
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Legenda: Correlagdo a nivel de mRNA em pacientes com alta e baixa expressdo de ambas as assinaturas de
atividade redox de APE1 e de STAT3 com os niveis d¢ mRNA dos genes que regulam a TEM em
amostras de cancer de mama do subtipo luminal A do TCGA, através da plataforma UCSC XENA. A
correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de P<0,001 (**%*) e p<0,0001 (***%*).

Fonte: A autora, 2024.

Além disso essas amostras também exibem altos niveis de genes que regulam
positivamente a sobrevivéncia e proliferacao, como BIRCS, no subtipo basal, CCND1, BIRCS
e MKi67 no subtipo Luminal A (Fig. 56).
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Figura 56- Niveis de mRNA de genes que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia celular em
amostras tumorais do subtipo basal e luminal A de acordo com os niveis das assinaturas de
APE1 e STAT3.
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Legenda: Correlacdo a nivel de mRNA em pacientes com alta e baixa expressdo de ambas as assinaturas de
atividade redox de APE1 e de STAT3 com os niveis de mRNA dos genes que regulam a proliferagéo e
sobrevivéncia em amostras de cancer de mama do subtipo basal e luminal A do TCGA, através da
plataforma UCSC XENA. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,05 (*),
P<0,001 (***) e p<0,0001 (***%*),

Fonte: A autora, 2024.

E dos genes que regulam positivamente a migragdo, RHOU e FSCN1, além de FOS, em
ambos os subtipos (Fig. 57).
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Figura 57-Niveis de mRNA de genes que regulam a migragao celular em amostras tumorais do
subtipo basal e luminal A de acordo com os niveis das assinaturas de APE1 e STATS3.
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Legenda: Correlag@o a nivel de mRNA em pacientes com alta ¢ baixa expressdo de ambas as assinaturas de
atividade redox de APE1 e de STAT3 com os niveis de mRNA dos genes que regulam a migragdo, além
de FOS em amostras de cancer de mama do subtipo basal ¢ luminal do TCGA, através da plataforma
UCSC XENA. A correlagdo foi estatisticamente significativa, com valor de p<0,01 (**), P<0,001 (¥**)
e p<0,0001 (*¥***),

Fonte: A autora, 2024.

4.12. Analise de correlacio entre os niveis de proteinas que regulam a sobrevivéncia
celular, migracio, invasio e transicao epitélio-mesenquimal e os niveis de
fosforilacao de STAT3

STAT3 ¢ uma proteina que se torna ativa e realiza suas func¢des apos ser fosforilada (Ma et
al.,2020). Com isso, além de utilizar uma assinatura relacionada a atividade de STAT3, também
foram analisados os niveis de STAT3 fosforilado em residuos de tirosina (Tyr-705), através da
plataforma LinkedOmics, em pacientes com cancer de mama do banco de dados CPTAC
BRCA. Para avaliar os niveis de fosforilacdo de STAT3 e os niveis de proteinas relacionadas,
os dados foram submetidos a uma analise de correlacio.

Os niveis de STAT3 fosforilado sdo de forma significativa, positivamente correlacionados
com os niveis proteicos do marcador mesenquimal, Vimentina e do fator de transcri¢do

promotor de TEM, Snail (Fig. 58).
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Figura 58-Correlagao entre os niveis de STAT3 fosforilado com os niveis proteinas que regulam
a TEM em amostras tumorais de cancer de mama.

Pearson-Correlation:-0.09078
P-value:3.2e-01
Sample Size:(N=122)

Pearson-Correlation:0.1328
P-value:1.902e-01
Sample Size:(N=99)

Pearson-Correlation:0.3293
P-value:2.128e-04
Sample Size:(N=122)

< - ©
o
- o
« < o o
- o @ ga
w a Q §Og o Og
T - ES E3 = ©g0, =%
8 " 3 ° @ & s og ° . o
[&] o o L] o O
5 o , 8 oo LI - S5 "%%
: é—*"%’;ﬁ?% o S W o o .
° I L © 6% °
o o %% o o o o
. ° w e, °
T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 too0 1 2 3 2 0 12 3 2 4 0 1 2 3
STAT3x¥705y STAT3xY705y STAT3xY705y
Pearson-Correlation:0.1381 Pearson-Correlation:0.5007 Pearson-Correlation:0.04913
P-value:1.292e-01 P-value:4.82e-02 P-value:5.91e-01
Sample Size:(N=122) Sample Size:(N=16) Sample Size:(N=122)
® - - e
w o o o
o . o ©
o
< . 289 o o °c o % e o Soa
°
E— . IO z o o g T
: Tk gy | & . : AR
50t Bgem © N o = .88 o
T A - o : @%v@%ﬂiﬁ .
v o o =98
§ o ¢ ° © 0® B3 o 07
T %o Al © w ° o
T T T T T T T T T T T T T T T
2 o0 1 2 3 1.0 0.5 0.0 05 1.0 2 10 1 2 3
STAT3XYT05y STAT3xY705y STAT3xY705y
Legenda: Niveis de STAT3 fosforilado no residuo Y705 em amostras de pacientes com cancer de mama do banco

de dados CPTAC, através da plataforma LinkedOmics, correlacionado com os niveis de proteinas que
regulam a TEM. O valor de p foi considerado significativo com valores p<0,05.

Fonte: LinkedOmics, 2024.

Em contrapartida, os niveis de STAT3 fosforilado ndo exibem uma correlacdo
significativa com os niveis das proteinas que regulam positivamente a proliferacdo e

sobrevivéncia, CCNDI, BIRCS5 e MKi67 (Fig. 59).
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Figura 59- Correlagdo entre os niveis de STAT3 fosforilado com os niveis de proteinas que
regulam processos de proliferagdao e sobrevivéncia celular em amostras tumorais de cancer de
mama.
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Legenda: Niveis de STAT3 fosforilado no residuo Y705 em amostras de pacientes com cancer de mama
do banco de dados CPTAC, através da plataforma LinkedOmics, correlacionado com os niveis
de proteinas que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia. O valor de p foi considerado
significativo com valores p<0,05.

Fonte: LinkedOmics, 2024.

Além disso, STAT3 fosforilado ¢ positivamente correlacionado com seu alvo C-FOS,
mas ndo exibe correlagdo significativa com os niveis de proteinas de fascina 1 (FSCNI) e APE1

(APEX]I). O banco de dados ndo possui informagdes de niveis proteicos de RHOU (Fig. 60).

Figura 60- Correlagdo entre os niveis de STAT3 fosforilado com os niveis proteinas que regulam
diversos processos em amostras tumorais de cancer de mama.
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Legenda: Niveis de STAT3 fosforilado no residuo Y705 em amostras de pacientes com cancer de mama do banco
de dados CPTAC, através da plataforma LinkedOmics, correlacionado com os niveis de proteinas que
regulam diversos processos, como migracdo (FSCNI1), alvos de STAT3 (FOS) e APE1. O valor de p foi
considerado significativo com valores p<0,05.

Fonte: LinkedOmics, 2024.

O banco de dados TCPA também foi utilizado para analisar os niveis de STAT3
fosforilado, pela opgdo de separar as amostras em subtipos basal e luminal A. Entretanto esse

banco de dados ndo oferece informagdes e quantificacdo de todas as proteinas, portanto so foi
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possivel realizar a andlise dos niveis de E-caderina (CDH1), N-caderina (CDH2) e fibronectina,
proteinas que regulam a TEM.

Os resultados indicam que no subtipo luminal A, os niveis de STAT3 fosforilado estao
diretamente relacionados aos niveis de proteinas que regulam positivamente o fendtipo
mesenquimal, como a n-caderina e fibronectina, que exibem maiores niveis em amostras com
altos niveis de STAT3 fosforilado. E estd inversamente relacionado a proteinas que regulam o

fendtipo epitelial, como a e-caderina, que exibe menores niveis em amostras com altos niveis

de STAT3 (Fig. 61).

Figura 61- Niveis de proteinas que regulam a TEM de acordo com os niveis de STAT3
fosforilado em amostras de cancer de mama.
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Legenda: Niveis proteicos de e-caderina, n-caderina e fibronectina de acordo com os niveis de STAT3 fosforilado
no residuo Y705 em amostras de pacientes com cancer de mama do banco de dados TCPA. O valor de
p foi considerado significativo com valores p<0,05 (*) e p<0,001 (***).

Fonte: A autora, 2024.
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5. DISCUSSAO:

Apesar dos avangos nos tratamentos de neoplasias, ainda sdo numerosos 0s casos em
que os tumores se tornam resistentes as terapias convencionais (LIN-RAHARDIJA et al., 2023).
Nesse contexto, ¢ essencial a identificagdo de possiveis proteinas que possam ser utilizadas
como alvos adicionais para o tratamento contra o cancer. Diversos estudos indicam que o uso
combinado de diferentes compostos pode contribuir para o tratamento do cancer, aumentando
sua eficécia, levando a redugdo da proliferacdo e de caracteristicas agressivas dos tumores (LIN-
RAHARDIJA et al., 2023). Além disso, a terapia alvo, baseada no uso de compostos que visam
proteinas diferencialmente expressas nos tumores, ¢ uma importante estratégia para o
tratamento do cancer (LEE; TAN; OON, 2018). No cancer de mama, os tumores triplo
negativos, que ndo expressam os receptores hormonais, seguem sem um alvo especifico para
seu tratamento. No entanto, os tumores luminais, que expressam os receptores de estrogénio e
progesterona, apesar de se beneficiarem da terapia hormonal, em estagios avancados podem se
tornar agressivos e resistentes ao tratamento (FISUSI; AKALA, 2019; YE et al., 2023). Apesar
de existirem farmacos e protocolos clinicos voltados ao tratamento de cancer de mama, essa
ainda ¢ uma doenca que tem elevado numero de obitos e requer atengdo quanto as novas €
eficazes propostas terapéuticas.

Dessa forma, a proteina STAT3 ¢ estudada em diferentes tipos tumorais, incluindo o
cancer de mama, pelo seu papel em promover processos de proliferacdo, sobrevivéncia,
angiogénese e metastase. STAT3 ¢ um dos fatores de transcri¢do que pode ser coativado pela
proteina APE1 (MA; QIN; LI, 2020). APEI ¢ amplamente estudada pela sua funcao de reparo
de DNA pela via de BER, entretanto, sua funcao redox, capaz de regular a coativacao de fatores
de transcricao, tem sido elencada como um importante alvo contra o cancer, pela sua capacidade
de regular fatores envolvidos com a progressao tumoral (SIQUEIRA et al., 2024b).

Tanto APE1 quanto STAT3 tém sua expressao a nivel de mRNA aumentada e também
altos niveis proteicos em tecidos tumorais comparado a tecidos ndo tumorais, e estdo
superexpressas no cancer de mama. Anteriormente, demonstramos que linhagens de cancer de
mama com diferentes niveis de malignidade e diferentes subtipos, tratadas com o inibidor redox
de APE1, APX2009, combinado com o inibidor de STAT3, Stattic, t€m a viabilidade celular
reduzida. Entretanto, os efeitos desses compostos sobre a proliferagdao, morte e processos de

agressividade celular ainda ndo foram elucidados no cancer de mama. Portanto nosso objetivo
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foi investigar os mecanismos moleculares envolvidos na inter-relagdo entre APE1 e STAT3, e
a importancia dessa sinalizacdo para a agressividade, em modelos celulares de cancer de mama.

Para avaliar o papel do dominio redox de APE1 e de STAT3 no cancer de mama, foram
utilizadas duas linhagens com perfis moleculares e de agressividade diferentes, sendo a MCF-
7 uma linhagem de cancer de mama do subtipo Luminal A, considerada menos agressiva e a
linhagem MDA-MB-231, do subtipo Basal, considerada triplo negativa e com maior nivel de
agressividade.

Somente dois trabalhos avaliaram o efeito da inibi¢do do dominio redox de APE1 em
cancer de mama, e nenhum avaliou o efeito da inibicao redox de APE1 com a inibi¢ao de STAT3
neste tipo tumoral (GUERREIRO et al., 2017; SIQUEIRA et al., 2024). Nosso grupo observou
que o tratamento de células de cancer de mama com o inibidor redox APX2009 ¢é capaz de
reduzir a viabilidade celular, e que a linhagem MDA-MB-231 se mostrou mais sensivel ao
tratamento com 10 uM, comparada a linhagem MCF-7, em que o efeito s ¢ significativo a
partir de concentracdo maior de 50 uM (SIQUEIRA et al., 2024a). Apesar de a concentragao
para reduzir a viabilidade da MCF-7 ser maior, o IC50 do APX2009 ¢ préximo entre as duas
linhagens. Esse efeito sugere que o APX2009 ¢ um inibidor mais potente que o E3330, que
isoladamente ndo foi capaz de reduzir a viabilidade celular da MDA-MB-231 (GUERREIRO
etal., 2017).

Para avaliar uma possivel associacdo entre APE1 e STAT3 no cancer de mama,
realizamos o tratamento combinado entre APX2009 e Stattic, nas concentragdes de 20 e 30 uM,
respectivamente em ambas as linhagens. Na MDA-MB-231, a combinacdo foi mais eficiente
em reduzir a viabilidade celular do que os tratamentos isolados. Enquanto que para a linhagem
MCF-7, os dois compostos que isoladamente ndo tinham efeito, passaram a reduzir a
viabilidade celular comparado ao controle e aos tratamentos sozinhos. Para analisar se este
efeito foi aditivo ou sinérgico calculamos o indice de combina¢do dos compostos, obtendo
valores abaixo de 1, sugerindo sinergismo. A combinagao da inibi¢dao redox de APE1 e STAT3,
utilizando outros inibidores ja foi testada em outros tipos tumorais, como pancreas, colon e
glioblastoma, e os autores também identificaram um efeito sinérgico na inibi¢ao dessas duas
proteinas na reducdo da viabilidade celular (CASTON et al., 2021). Além disso, testamos os
efeitos dos inibidores em uma linhagem nao tumoral, HEK293-T, para avaliar seus possiveis
efeitos adversos. Nossos resultados indicaram que tanto APX2009, na concentragao de 20 uM,
quanto Stattic, na concentra¢do de 30 uM, foram capazes de reduzir a viabilidade celular dessa
linhagem, comparado ao controle. Entretanto essas concentragdes ndo atingem o IC50, o que

sugere que esses inibidores sejam mais seletivos contra as células tumorais de mama. Diversos
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estudos observaram maiores niveis de APE1 em células ou tecidos tumorais, comparado a nao
tumorais, indicando que o tumor seja mais dependente dessa sinalizacao (JIANG et al., 2010).

Ja para a proliferagao celular, Guerreiro et al., demonstrou pelo ensaio de formacao de
colonia, que o inibidor redox E3330 a 30 uM nao foi capaz de reduzir a proliferagdo da
linhagem MDA-MB-231 isoladamente, somente quando combinado com Docetaxel
(GUERREIRO et al., 2017). Entretanto nosso grupo mostrou que o inibidor APX2009 foi mais
potente em reduzir o potencial de formagao de colonias da linhagem MDA-MB-231 e também
da MCF-7, na concentragdao de 4 uM. Isoladamente, o Stattic também foi capaz de reduzir o
potencial de formacao de colonias de ambas as linhagens, porém diferentemente do resultado
de viabilidade celular, a linhagem MCF-7 se mostrou mais sensivel a inibi¢ao, comparada com
a MDA-MB-231. Para esse ensaio, as células sdo tratadas com os inibidores em baixa
confluéncia, o que pode ter levado a uma maior sensibilidade da MCF-7, visto que essa
linhagem tem a tendéncia de formar grupos celulares e depender das interacdes célula-célula
para se estabelecer. Na linhagem MDA-MB-231, os dois compostos em concentragdes que ndo
foram significativas isoladamente, 0,16+0,6 pM, passam a ter um efeito significativo em
reduzir a formag¢ado de colonias comparado ao controle. Para a linhagem MCF-7, a combinacao
0,16+0,6 uM também foi mais eficaz em reduzir a formagdo de colonias, comparado tanto ao
controle quanto aos tratamentos isolados, sugerindo novamente uma associagdo entre APE1 e
STAT3, e que uma terapia alvo contra ambas as proteinas pode ser mais eficaz no cancer de
mama. Nosso trabalho foi o primeiro a demonstrar o efeito combinado dos inibidores APX2009
e Stattic em reduzir o potencial de formacdo de colonias de células tumorais de mama.

Visto os efeitos dos inibidores APX2009 e Stattic na reducdo da proliferacao e
viabilidade celular, investigamos o mecanismo de morte que poderia ser ativado apds os
tratamentos. NOs mostramos que isoladamente, o tratamento com APX2009 ¢ capaz de levar as
células MDA-MB-231 a morte celular por apoptose a partir da concentragdo de 10 uM, a
apoptose tardia a partir da concentragdo de 20 uM e nao leva a morte celular por necrose.
Entretanto na linhagem MCF-7, esse composto s6 foi capaz de provocar morte celular por
apoptose na concentrag¢ao de 50 pM, e nao foram identificadas apoptose tardia e necrose. Outros
estudos ja demonstraram que a inibicdo redox de APE1 leva células tumorais a morte celular
por apoptose. Fishel et al observaram que os inibidores redox APX2009 e APX2014 levam ao
aumento de apoptose em células tumorais de bexiga, pelo aumento da produgao de caspase 3/7
(FISHEL et al., 2019).

J& para a inibicdo de STAT3, o tratamento da linhagem MDA-MB-231 com 30 uM

Stattic levou a um aumento significativo de apoptose e apoptose tardia comparado ao controle,
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e ndo provocou necrose. Em contrapartida, na linhagem MCF-7, este inibidor sozinho nao foi
capaz de provocar, significativamente, morte celular por apoptose inicial, entretanto foram
detectadas apoptose tardia e necrose na concentracdo de 30 uM, e a necrose na concentracao
de 60 uM. A necrose também foi observada pelo ensaio de LDH, o qual indicou aumento nos
niveis de LDH indicando necrose na concentragdo de 90 uM de Stattic. Outros estudos indicam
que o Stattic é capaz de levar a morte por apoptose, em células de cancer de pancreas (GUO et
al.,2022), e Schust et al também demonstraram, na linhagem MDA-MB-231, que esse inibidor
¢ capaz de levar células tumorais dependentes da sinalizagao de STAT3, a morte por apoptose
(SCHUST et al., 2006). Apesar de nossos resultados indicarem morte para a linhagem MCF-7,
outros estudos identificaram que essa linhagem parece ser menos dependente e mais resistente
a inibicdo de STAT3, visto que exibe baixos niveis de STAT3 fosforilado (MENCALHA et al.,
2010; MOON et al., 2021). No contexto tumoral, a indu¢do de morte por apoptose ¢ um
mecanismo mais desejavel, comparado a morte por necrose, visto que a apoptose se trata de
uma morte programada, que ndo gera grandes danos as células saudaveis no entorno (D’ARCY,
2019). Dessa forma, os resultados obtidos sao promissores, visto que baixas concentragdes sao
capazes de levar a apoptose, enquanto somente as concentragdes maiores, provocam morte por
necrose.

Apesar de exibir um efeito sinérgico em reduzir a viabilidade de ambas as linhagens, a
combinagdo de APX2009 e Stattic ndo foi mais eficaz em levar a morte celular das células
MDA-MB-231 e MCF-7 do que os tratamentos isolados. Entretanto, esse dado pode indicar
que ambos os inibidores regulam os mesmos processos que estdo levando a morte celular, ou,
além disso, a combinagdo dos compostos pode estar provocando alteragdes mais marcantes em
outros processos, como ciclo celular, que sera avaliado no futuro. Em outros estudos, a inibigao
da atividade redox de APE1 combinada a inibigdo de STAT3 teve um efeito significativo em
provocar apoptose, entretanto outros inibidores foram utilizados, como E3330 + Stattic, e o
efeito foi demonstrado em outros tipos tumorais, como pancreas (CARDOSO et al., 2012).

Os ensaios de migragdo e invasdo foram realizados para avaliar se os inibidores
APX2009 e Stattic, além de terem um importante papel na sobrevivéncia celular, podem
contribuir para a agressividade tumoral. Para avaliar o processo de migra¢do em conjunto, foi
realizado o ensaio de Wound Healing. Nosso grupo demonstrou que o tratamento isolado com
APX2009 foi capaz de reduzir a migragao celular das duas linhagens, na concentracao de 4 uM
para a MDA-MB-231, e uma concentra¢do maior de 20 uM para a linhagem mais resistente,
MCF-7 (SIQUEIRA et al., 2024a). Guerreiro et al também indicaram que a inibi¢ao redox de

APE1 leva a reducao da migracdo celular em células de cancer de mama MDA-MB-231,
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entretanto utilizando o inibidor E3330, na concentragdo de 30 uM (GUERREIRO et al., 2017).
Esse resultado indica que o inibidor APX2009 pode ser mais potente em reduzir a migragao,
visto que uma concentragdo mais baixa ja exibiu efeito significativo. Para o tratamento com
Stattic, foi visto que as concentragdes testadas ndao foram capazes de reduzir significativamente
a migragdo das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Outros estudos também identificaram que
o inibidor Stattic ndo foi capaz de reduzir a migra¢do celular da linhagem MDA-MB-231,
somente em concentragdes acima de 10 uM (FONG et al., 2022).

Em contrapartida, em ambas as linhagens o tratamento combinado de APX2009 e Stattic
foi capaz de reduzir significativamente a migracdo celular. As concentragdes de 10 uM de
Stattic e 0,8 uM de APX2009, que isoladamente ndo sdo significativas, diminuiram
significativamente a migracdo da MDA-MB-231 em relacdo ao controle. E as concentragdes de
30 uM de Stattic e 4 uM de APX2009 para a MCF-7, reduziram a migragdo em relacdo ao
controle e aos tratamentos isolados, sugerindo que o tratamento combinado seja mais eficaz em
reduzir a migracao celular de células de cancer de mama. Outros estudos sugerem que a inibi¢ao
redox de APE1 combinada com outro tratamento ¢ mais eficaz na redugdo de processos como
a migracdo no cancer. Em cancer de mama, Guerreiro ef a/ mostraram que o inibidor E3330
combinado com docetaxel reduz significativamente a migracao celular da linhagem MDA-MB-
231, entretanto esse efeito ndo foi estatisticamente diferente do tratamento isolado
(GUERREIRO et al., 2017). Em outros modelos, como de cancer de pancreas, foi visto que a
combina¢do de E3330 com o Stattic também foi mais eficaz em reduzir a migragao celular
comparado ao controle e ao tratamento isolado (CARDOSO et al., 2012). Esses estudos
demonstraram efeito utilizando concentracdes maiores de E3330 comparado com as
concentragdes que utilizamos de APX2009, novamente sugerindo que APX2009 seja mais
potente que seu precursor E3330.

Outra metodologia utilizada para avaliar a agressividade celular, foi o ensaio de invasao
por Transwell Matrigel. O tratamento com o inibidor APX2009 foi capaz de reduzir
significativamente a invasdo celular das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7, nas concentragoes
de 4 e 20 uM respectivamente. Novamente o inibidor E3330, demonstra ser menos potente,
visto que Guerreiro et al observaram que 30 uM desse inibidor ndo foi capaz de reduzir a
invasdo celular da linhagem MDA-MB-231 (GUERREIRO et al., 2017). O tratamento com
Stattic também reduziu significativamente a invasdo da linhagem MDA-MB-231 na
concentragdo de 6 uM e da linhagem MCF-7 na concentracio de 30 puM. Diferentes
concentragdes de Stattic, foram capazes de reduzir a invasdo celular de outras células de cancer

de mama, como a HCC38 caracterizada como triplo negativo (LI et al., 2018). Em
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contrapartida, o tratamento combinado na linhagem MDA-MB-231, com 6 pM de Stattic ¢ 0,8
uM de APX2009, reduziu significativamente a invasdo em relagdo ao controle, mas essa
redugdo nao foi estatisticamente diferente do tratamento isolado. J4 na linhagem MCF-7, o
tratamento combinado, nas concentragdes de 10 uM de Stattic e 4 uM de APX2009, foi mais
eficaz em reduzir a invasdo celular, comparado ao controle e aos tratamentos isolados.
Guerreiro et al, demonstrou que para a invasao celular o tratamento combinado também ¢é mais
eficaz, que comparado ao tratamento com somente E3330 e Docetaxel (GUERREIRO et al.,
2017). Além disso, ainda nao foi demonstrado por outros estudos o efeito da combinagao de
inibidor redox de APE1 com inibidor de STAT3 no processo de invasdo. Portanto, esses
resultados sugerem que tanto APE1 quanto STAT3 s3o importantes para os processos de
migracdo e invasao celular, contribuindo para a agressividade tumoral, e também fortalecem o
potencial terapéutico dos inibidores testados contra o cancer de mama.

Visto que o dominio redox de APEl atua promovendo a ativacdo de fatores de
transcri¢do como NF-kB, HIF-1a ¢ STAT3 em diversos tipos tumorais (SIQUEIRA et al.,
2024b), investigamos se essa regulacdo afeta a atividade transcricional de STAT3 em linhagens
de cancer de mama e na linhagem modificada para transfeccao, HEK293-T. O ensaio de gene
reporter indicou que tanto o tratamento com Stattic quanto APX2009 reduz a atividade
transcricional de STAT3, quantificada pela reducdao da luminescéncia. Anteriormente, foi
demonstrado por Fishel ef al., que inibidor redox de APE1, E3330, foi capaz de reduzir a
atividade transcricional de STAT3, em células de cancer de pancreas (CARDOSO et al., 2012).
E que 0 APX2009 também diminui a atividade transcricional de STAT3, além de NFKB e AP-
1 em células de cancer de bexiga (FISHEL ef al., 2019). Esse resultado sugere que o dominio
redox seja importante para a atividade de STAT3 como fator de transcri¢do também no cancer
de mama, contribuindo para regulagdo de processos essenciais para o cancer.

Para investigar os mecanismos moleculares envolvidos com os processos celulares
alterados pelo tratamento com APX2009 e Stattic, foram realizadas RT-qPCRs para anélise de
niveis de mRNA de genes que regulam tais processos. Na linhagem MDA-MB-231, os
tratamentos com APX2009 e Stattic, individualmente ou combinados, ndo foram capazes de
alterar a expressao a nivel de mRNA dos genes selecionados. Entretanto para a linhagem MCF-
7, o tratamento com somente Stattic ou APX2009 levou a uma redugao significativa dos niveis
de MKi67, marcador de proliferacdo e de vimentina (VIM), marcador de Transicao epitélio
mesenquimal, sugerindo que APE1 e STAT3 sejam importantes reguladores desses processos,
e que a alteracdo na formagao de coldnia e no processo de invasao celular pode ser mediada por

esses genes. Estudos indicam que o tratamento com os inibidores APX2009 e APX2014 em
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cancer de bexiga, e APX3330 e APX2009 em prostata, diminui os niveis de genes relacionados
a proliferacdo e sobrevivéncia celular, como BIRCS5 (survivina) a nivel de proteina
(MCILWAIN et al., 2018; FISHEL et al., 2019), e a nivel de mRNA em pancreas, pelo inibidor
E3330 (CARDOSO et al., 2012). Além disso, APX2009 também diminui os niveis proteicos de
vimentina em cultura 3D de células de cancer pancreatico (LOGSDON et al., 2018).

Jé& o tratamento combinado de APX2009 e Stattic, diminuiu significativamente os niveis
de dois marcadores que contribuem para o fenotipo mesenquimal, a fibronectina (FNI) e
vimentina (VIM). et al observaram que o tratamento com inibidor redox de APE1, APX2009,
combinado com inibidor de STAT3, Napabucasin, reduz ainda mais os niveis de mRNA de
BIRCS, comparado aos tratamentos isolados, em células de cancer de pancreas (CASTON et
al., 2021). Apesar de ndo observarmos alteracdo nos niveis de mRNA de genes relacionados a
proliferagdo nas linhagens de cancer de mama, nosso trabalho ¢ o primeiro a indicar que a
combinac¢do de inibidores de APE1 e STAT3, regulam negativamente os niveis de genes que
participam da transicdo epitélio-mesenquimal, sugerindo uma participagdo conjunta dessas
proteinas em processos de agressividade celular no cancer de mama. Ainda, € necessario avaliar
a expressao desses genes a nivel de proteina por Western Blot, apos os tratamentos, visto que o
processo de expressdo génica envolve diversas etapas e regulacdes.

Para comparar os dados obtidos in vitro com dados de pacientes com cancer de mama,
foram utilizadas plataformas online, contendo dados de pacientes com cancer de mama do
TCGA-BRCA e CPTAC BRCA. O banco CPTAC possui dados de expressdo a nivel de
proteina, baseado em protedmica, e possui um maior numero de proteinas para andlise. As
analises foram feitas nos dois subtipos de cancer de mama estudados nesse projeto, o subtipo
basal e luminal A, que correspondem aos subtipos das linhagens MDA-MB-231 ¢ MCF-7,
respectivamente. Além disso, foram utilizadas assinaturas génicas, visto que através dessas, ¢
possivel avaliar ndo somente a expressdao de um gene a nivel de mRNA, mas o somatorio de
genes upregulated e downregulated, refletindo na atividade do alvo a ser estudado. Para isso
foi feita a busca de assinaturas de atividade redox de APEI, atividade de STAT3, e assinaturas
que refletem os processos de proliferacao e TEM.

Nossos dados indicaram que existe uma correlagdo positiva moderada entre as
assinaturas de atividade de STAT3 e da atividade redox de APEI, o mesmo foi encontrado
separadamente no subtipo basal, € uma correlagao positiva e forte no subtipo luminal A. Esses
dados sugerem uma associacdo positiva entre essas proteinas, o que corrobora com os achados

do trabalho, principalmente na linhagem MCF-7.
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Visto que a inibicdo de STAT3 e a inibi¢do redox de APE1 reduzem os processos de
agressividade celular, e levam a alteragdes nos niveis de mRNA de genes que regulam esse
processo, avaliamos a associagdo entre assinaturas de atividade de STAT3 e de APE1 com as
assinaturas de proliferacdo e TEM. Os resultados demonstram que tanto a assinatura de STAT3
quanto a de APE1 exibem uma correlagao positiva e moderada com a assinatura de TEM, sendo
o maior valor de correlagdo para a assinatura de STAT3 no subtipo Luminal A. E para a
assinatura de proliferacao, a correlagao ¢ positiva ¢ moderada em relagdo a assinatura de
STAT3, também com maior valor no subtipo Luminal A, sugerindo um importante papel dessa
sinaliza¢do no cancer de mama, principalmente nesse subtipo. Ja para APEI, a correlacdo foi
positiva, porém fraca. Ao analisar amostras que exibem altos niveis tanto da assinatura de APE1
quanto de STAT3, ¢ visto que essas possuem uma maior expressdo das assinaturas de
proliferagdo ¢ TEM comparado as amostras com baixos niveis das assinaturas de APE1 e
STAT3, em ambos os subtipos. Portanto a sinalizagdo redox de APEI e a sinaliza¢do de STAT3,
juntas, contribuem para uma maior proliferacdo celular e maior fenétipo de agressividade no
cancer de mama. Diversos estudos ja demonstraram que STAT3 ¢ capaz de contribuir para o
processo de metastase através da regulagdao de genes que participam da transicao epitélio-
mesenquimal, também indicando seu papel na agressividade tumoral (JIN, 2020). E a
sinalizagdo redox de APE1 também ja foi elencada como uma das reguladoras do processo de
TEM. Yang et al observaram que a inibi¢do dessa sinalizacao com E3330 foi capaz de reverter
a TEM, pela diminui¢do do nivel de marcador mesenquimal vimentina e aumento de marcador
epitelial e-caderina (YANG et al., 2018). Entretanto, a sinalizagdo conjunta de STAT3 e APE1,
clinicamente, neste processo ainda nao tinha sido descrita.

Resultados similares foram observados quando comparamos os niveis das assinaturas
de STAT3 e APE1, com os genes que também avaliamos in vitro. Para a assinatura de STAT3,
a correlagdo ¢ positiva com os niveis de mRNA dos genes que regulam positivamente a TEM,
como CDH2, Vim, FNI, SNAIl e MMP9, entretanto também foi positiva com o marcador
epitelial CDH 1, tanto no subtipo basal como luminal A. E, a correlagdo mais forte encontrada
foi com os niveis de vimentina no subtipo Luminal A. Este dado sugere que a participacao de
STAT3 em regular a TEM, possa envolver a vimentina, marcador mesenquimal. A regulagdo de
STAT3 sobre a vimentina também foi observado por Wu et al. Para a assinatura de APEI,
somente CDH2 nao exibiu uma correlagdo positiva significativa no subtipo basal, enquanto
todos os genes exibiram no subtipo luminal A, sendo vimentina novamente a correlacdo de

maior valor com a assinatura de APEL.
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Para os processos de proliferagdo e sobrevivéncia celular, foi vista uma correlacao
positiva da assinatura de STAT3 com os niveis de mRNA dos trés genes que regulam
positivamente esses processos, CCNDI, BIRCS5 e MKi67, no subtipo basal, enquanto que
nenhuma correlagao significativa foi observada para APEI nesse subtipo. A maior correlagao
observada para STAT3 foi com os niveis de MKi67, um dos principais marcadores de
proliferacdo utilizados para tumores. Para o subtipo Luminal A, as assinaturas de STAT3 e
APE] se correlaciona positivamente com os trés genes, sendo a maior correlagdo entre B/IRCS
e STAT3. Ja foi descrito que STAT3 regula positivamente diversos genes relacionados a
proliferacdo no cancer (CARPENTER; LO, 2014). E consequentemente sua inibi¢do diminui a
proliferacdo celular e o crescimento tumoral (SHI et al., 2019).

A correlagdo entre os niveis da assinatura de STAT3 e APE1 também foi positiva com
os niveis dos genes que promovem a migracdo, RhoU e FSCNI no subtipo basal e luminal,
sendo a correlagdo mais forte com FSCNI. Além disso, esses genes ja sdo descritos como
regulados diretamente por STAT3, assim como FOS, que também ¢é positivamente
correlacionado com a assinatura de STAT3 (CARPENTER; LO, 2014). A inibi¢do de STAT3 ¢
capaz de levar a diminuicdo dos niveis de FSCNI1, e dessa forma, diminuir a capacidade de
migragao de células de cancer de mama (JIN et al., 2023).

Ao separar as amostras de acordo com altos e baixos niveis de ambas as assinaturas de
STAT3 e APEI1, observamos que as que possuem altos niveis das assinaturas também exibem
altos niveis de VIM, FNI1, MMP9 e SNAII, no subtipo basal, e de todos os genes relacionados
a TEM avaliados, CDHI, CDH2, VIM, FNI, SNAIl e MMMP9, no subtipo luminal A. Em
relagdo a proliferacdo e sobrevivéncia, amostras com altos niveis de STAT3 e APE1 possuem
altos niveis de BIRC5 no subtipo basal, e altos niveis de CCND1, BIRC5 e MKi67 no subtipo
Luminal A. E tanto Rhou, FSCNI quanto FOS tém maiores niveis de expressdo nas amostras
que também possuem altos niveis de APE1 e STAT3. Novamente, esses dados sugerem que a
interacdo entre a atividade redox de APE1 e STAT3 contribui para processos essenciais para a
tumorigénese e progressao tumoral, destacando sua importancia no cancer de mama.

Visto que STAT3 ¢ uma proteina que se torna ativa ap6s ser fosforilada, podendo assim
realizar sua fungdo de fator de transcricao (MA; QIN; LI, 2020), analisamos através de bancos
de dados, os niveis de STAT3 fosforilado em amostras de pacientes com cancer de mama e sua
correlagdo com o nivel de proteina dos genes analisados para avaliar uma possivel associagao
clinica entre os mesmos. Os resultados do banco de dados CPTAC indicam que existe uma
correlagdo positiva entre os niveis de fosforilagdo de STAT3 com os niveis dos marcadores

mesenquimais Vim e SNAII, além de seu alvo FOS. Entretanto, ndo foi observada uma
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correlacdo significativa com as outras proteinas analisadas. Além disso, a plataforma nao
permite separar as amostras de acordo com o subtipo de cancer de mama, o que pode influenciar
nas analises. Além disso, pelo banco de dados TCPA, foi possivel observar que amostras com
altos niveis de STAT3 fosforilado exibem altos niveis de n-caderina (CDH?2) e fibronectina
(FN1), porém baixos niveis de e-caderina (CDH1). Sugerindo uma relagdo positiva de STAT3
com proteinas promotoras do fen6tipo mesenquimal e uma relagdo inversa com o fendtipo
epitelial. Em outros modelos, como cancer de pulmao, foi possivel observar uma correlagao
positiva entre os niveis de STAT3 fosforilado e Ki67 (FUKUI et al., 2020). Saitoh et al
demonstraram que o silenciamento de STAT3 leva a diminui¢ao dos niveis de Snail, além de
diminui¢ao do fendtipo migratério de células tumorais (SAITOH et al., 2016). Portanto esses
resultados também suportam a contribui¢do de STAT3 para a agressividade tumoral no cancer

de mama.
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CONCLUSAO:

Conjuntamente, os dados aqui apresentados sugerem que a combinagdo da inibigdo

redox de APEI1 e da inibicdo de STAT3 ¢ uma estratégia mais eficaz em reduzir a viabilidade,

proliferagdao, migragdo e invasdo de células de cancer de mama, além de promover a morte

celular. Ainda, o efeito sobre caracteristicas relacionadas ao fen6tipo maligno, como migragao

e invasdo, pode ser mediado pela redugdo dos niveis de marcadores mesenquimais, como

vimentina e fibronectina. Dessa forma, a atividade redox de APE1 e STAT3 se mostra um alvo

promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas contra o cancer de mama,

tanto do subtipo Luminal A, quanto Basal.

Os resultados obtidos pelas analises in vitro indicam que:

a)

b)

d)

g)

O inibidor do dominio redox de APE1, APX2009, combinado com o inibidor de
STATS3, Stattic é capaz de reduzir a viabilidade celular das linhagens de cancer
de mama MDA-MB-231 ¢ MCF-7;

O efeito combinado de APX2009 e Stattic em reduzir a viabilidade celular ¢
sinérgico;

O tratamento com APX2009 combinado com Stattic ¢ capaz de reduzir a
proliferacdo celular da linhagem MDA-MB-231 e MCF-7, sendo um efeito
maior que o tratamento individual de cada composto;

O tratamento com APX2009 combinado com Stattic ¢ capaz de reduzir a
migracao celular da linhagem MDA-MB-231 e MCF-7, sendo esse efeito maior
que o tratamento individual de cada composto;

O tratamento com APX2009 combinado com Stattic ¢ capaz de reduzir a invasao
celular da linhagem MDA-MB-231 e MCF-7, sendo esse efeito maior que o
tratamento individual de cada composto;

O tratamento com APX2009 combinado com Stattic em altas concentragdes €
capaz de provocar a morte celular na linhagem MDA-MB-231 e por necrose na
MCF-7,;

O tratamento com APX2009 e com Stattic ¢ capaz de reduzir a atividade

transcricional de STAT3 na linhagem MCF-7 e HEK293-T;



h)

110

O tratamento com APX2009 e com Stattic, individualmente ou combinados, ndo
afeta os niveis de mRNA de genes que regulam positivamente a proliferagdo,
sobrevivéncia, migragao e TEM na linhagem MDA-MB-231;

O tratamento com Stattic, individualmente ou combinado com APX2009
diminui os niveis de mRNA dos marcadores mesenquimais Vimentina e

fibronectina e do marcador de proliferacdo, Ki67 na linhagem MCF-7;

Os resultados obtidos pelas analises in silico indicam que:

a)

b)

As assinaturas de atividade redox de APEl e atividade de STAT3 estdo
positivamente correlacionadas nos subtipos Basal ¢ Luminal A de cancer de
mama;

As assinaturas de atividade redox de APEl e atividade de STAT3 estdo
positivamente correlacionadas com as assinaturas de TEM e proliferacao;
Amostras que possuem concomitantemente altos niveis das assinaturas de APE1
e de STAT3, exibem altos niveis das assinaturas de TEM e proliferagao;
Individualmente, genes que regulam positivamente a proliferacdo e o processo
de TEM, também sdo positivamente correlacionados com as assinaturas de
APE1 e STAT3;

Os niveis de STAT3 fosforilado sdo positivamente correlacionados com os niveis
proteicos de marcadores mesenquimais, vimentina e Snail;

Amostras com altos niveis de STAT3 fosforilado exibem altos niveis proteicos
de marcadores mesenquimais, fibronectina e n-caderina, e baixos niveis de

marcador epitelial, e-caderina, em amostras do subtipo Luminal A.
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Figura 62- Principais resultados obtidos no projeto.
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Legenda: Ilustragdo esquematica dos resultados obtidos no projeto. (A) A combinagdo do inibidor redox de APE1
com o inibidor de STAT3 diminui a atividade transcricional de STAT3, além de diminuir os processos
de proliferacdo, migracdo e invasdo, e também levar a morte de células de cancer de mama do subtipo
basal e luminal A. Essas alteragdes envolvem a regulag@o negativa a nivel de mRNA de MKi67, Vim ¢
FNI. (B) As assinaturas de atividade de STAT3 e atividade redox de APEl se correlacionam
positivamente com os niveis de genes que regulam positivamente a proliferacao, migracao e TEM. Os
niveis de STAT3 fosforilado também se correlacionam positivamente com os niveis proteicos de
marcadores mesenquimais, ¢ negativamente com marcador epitelial.

Fonte: A autora, 2024.
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