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Resumo

Compostos naturais apresentam grande potencial na pesquisa anticancer, pela inibi¢ao
do crescimento do tumor, pelas propriedades anti-metastaticas e anti-inflamatorias. A
piperlongumina (PL) é um dos compostos naturais que tem se destacado. PL apresenta
informacoes fisico-quimicas propicias que sugerem a possibilidade de ser carreada até seu
alvo, através do plasma sanguineo pela proteina HSA (albumina do soro humano) [1].
No presente estudo, investigamos as influéncias biofisicas deste composto em dois niveis:

molecular e celular.

Nas analises de biofisica molecular, monitoramos a supressao do espectro de emissao de
fluorescéncia do peptideo Acy_sg da proteina Anexina Al, a qual atua como um mediador
endogeno anti-inflamatoério, durante titulagoes com PL. Entender como os componentes
envolvidas em processos inflamatorios atuam e se interagem, a fim de potencializar seus
efeitos, é importante dado que a inflamacao crénica contribui para um microambiente
suscetivel a tumorigénese, favorecendo o desenvolvimento e progressao do cancer [2,3|. Nesta
parte do trabalho foram obtidas informagoes energéticas, as quais indicaram a interacao
espontanea entre o peptideo Acs_s6 € PL, a qual é dirigida por forcas nao-especificas. Tal
informacao motivou a colaboracao para investigar os efeitos na proliferacao e migracao

celular (células HUVEC e HEp-2) e na expressao génica de mediadores inflamatorios |2, 3].

Nas analises de biofisica celular, utilizando espectroscopia de for¢a de célula tnica
baseada em Microscopia de Forga Atomica (AFM), caracterizamos as propriedades de
células HeLa em tratamento com PL. Estudos anteriores mostraram efeitos anticancer nas
células HeLa por PL [4-6]. No entanto nao se sabe dos efeitos mecénicos deste sistema
(PL-HeLa). Utilizamos AFM e obtivemos as curvas for¢a-distancia que mostraram padroes
graduais. Analisamos a forga do passo (SF) e observamos que as células tratadas com
PL apresentam um valor maior de SF em comparacao com as células controle. Este
aumento de SF também foi observado em experimentos realizados em substratos com
rigidez crescente. Portanto, os efeitos de PL nas propriedades mecéanicas das células HelLa
podem ser refletidos no pardmetro mensuravel SF. Tais fatores mecanicos podem estar
relacionados a tensao e flexibilidade da membrana [7-9]. A compreensao da influéncia de

farmacos nas propriedades mecénicas das células pode ajudar no rastreamento de drogas



terapéuticas eficazes contra o cancer.

Palavras-chave: Microscopia de Forca Atomica, Células HeLa, Piperlongumina, Espec-
troscopia de Forga, Espectroscopia de Fluorescéncia, For¢a de Passo, AFM, Piplartina,

Anexina A1 (Acy_9).



Abstract

Natural compounds have great potential in anticancer research by inhibiting tumor
growth, anti-metastatic and anti-inflammatory properties. Piperlongumine (PL) is one of
the natural compounds that has attracted attention. PL presents favorable physicochemical
information that suggests the possibility of being carried to its target through the blood
plasma by the HSA protein (human serum albumin) [1]. In the present study, we investigate

the biophysical influences of this compound at molecular and cellular levels.

In molecular biophysical analyses, we monitored the suppression of the fluorescence
emission spectrum of the Acy_s peptide of the Annexin Al protein, which acts as an
endogenous anti-inflammatory mediator, during titrations with PL. Understanding how
the components involved in inflammatory processes act and interact in order to potentiate
their effects is important since chronic inflammation contributes to a microenvironment
susceptible to tumorigenesis, favoring the development and progression of cancer [2,3].
In this part of the work, energetic information was obtained, indicating the spontaneous
interaction between the peptide Ac2—26 and PL, driven by non-specific forces. This
information motivated the collaboration to investigate the effects on cell proliferation,

migration (HUVEC and HEp-2 cells), and gene expression of inflammatory mediators |2, 3].

In cellular biophysics analyzes using single-cell force spectroscopy based on Atomic
Force Microscopy (AFM), we characterized the properties of HeLa cells under PL treatment.
The anti-cancer effects on HeLa cells by PL have been previously described [4-6|. Notwiths-
tanding, there is no knowledge about the mechanical properties of this system (PL-HeLa).
We used AFM and obtained the force-distance curves that showed gradual patterns. We
analyzed the step force (SF) and observed that cells treated with PL had higher SF values
compared to control cells. This increase in SF was also observed in experiments performed
on substrates with increasing stiffness. Therefore, the effects of PL on the mechanical
properties of HeLa cells can be reflected in the measurable parameter SF. Such mechanical
factors may be related to the tension and flexibility of the membrane [7-9]. Understanding
the influence of drugs on the mechanical properties of cells can help in screening effective

cancer therapeutics drugs.



Keywords: Atomic Force Microscopy, HeLa Cells, Piperlongumine, Force Spectros-

copy, Fluorescence Spectroscopy, Tether Force, Step Force, AFM, Piplartine, Annexin Al
(ACQ_QG).
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1 Organizacao da Tese

Esta tese apresenta a investigacao da influéncia de um composto natural, Piperlongumina
(PL), nos niveis moleculares e celulares, na tematica de biofisica. No nivel de biofisica
molecular, mapeou-se as interagdes de PL com macromoléculas (peptideo e proteina)
utilizando espectroscopia de fluorescéncia. Ja no nivel de biofisica celular foram analisadas

células cancerigenas, utilizando microscopia de forga atomica.

No capitulo 2 encontra-se uma introducao da tematica do cancer e do composto
utilizado nos ensaios moleculares e celulares, a piperlongumina. PL vem se destacando
diante suas atividades farmacoldgicas, dentre as quais exibe propriedades anti-inflamatoria

e antitumoral [10, 11].

O capitulo 3 é referente a vertente de biofisica molecular. Apresenta-se a pesquisa em
colaboracao com outros grupos, onde gerou-se o trabalho intitulado " Biological and physical
approaches on the role of piplartine (piperlongumine) in cancer", o qual foi publicado
na Scientific Reports (ANEXO IV - Artigo publicado referente ao trabalho da segao 3
(Biofisica Molecular): PL x Ac2-26 (Anexina Al)) [2] e coordenado pela Profa. Dra.
Eloiza Helena Tajara. Neste capitulo procura-se entender e discutir a interacao fisico-
quimica da piperlongumina com o peptideo (Acy_96) da Anexina A1 (ANXA1) através de
analises da supressao dos espectros de fluorescéncia. No manuscrito encontra-se: uma parte
introdutoria que aborda as caracteristicas do sistema molecular da ANXAT; metodologia e
principios bem detalhados, dirigidos aos objetivos utilizando espectroscopia de fluorescéncia;

os resultados e discussoes das analises tém foco nos parametros termodinamicos da interagao

AC2_26*PL .

J& o capitulo 4 é referente a vertente de biofisica celular, o qual encontra-se mais
detalhada nesta tese. Apresenta-se, nesta secao, a pesquisa desenvolvida durante o
estagio de doutoramento na Rice University (Houston-TX, EUA), sob supervisao da
Profa. Dra. Ching-Hwa Kiang. Tal projeto gerou o trabalho intitulado " Quantifying
the Effect of Anti-cancer Compound Piperlongumine on Cancer Cells Using Single-Cell
Force Spectroscopy", o qual foi submetido para publicagao na Scientific Reports (ANEXO
I - Artigo submetido referente ao trabalho da secao 4 (Biofisica Celular) e ANEXO II
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- Material suplementar do artigo submetido referente ao trabalho da segao 4 (Biofisica
Celular)) [12]. Neste capitulo procura-se entender e discutir o efeito da piperlongumina nas
células Hela através de anédlises de curvas forca-distancia. Os dados obtidos sao gerados
diretamente pelo microscopio de forga atomica (AFM), o qual possui uma sensibilidade de
forcas na ordem de picoNewtons. No manuscrito encontra-se: uma parte introdutoéria que
aborda as caracteristicas do sistema celular com foco na parte mecéanica; metodologia e
principios bem detalhados, dirigidos aos objetivos utilizando AFM; resultados e conclusoes
das analises, com foco nas propriedades mecénicas da célula, mensuradas através da forga
de desprendimento ou ruptura do nanotubo formado entre a célula e a sonda do AFM,

durante o processo de "puxar"a superficie celular.

Adicionalmente, foi finalizado o trabalho intitulado " An investigation into the interaction
between piplartine (piperlongumine) and human serum albumin", o qual encontra-se publi-
cado na Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy (ANEXO
IIT - Artigo publicado referente a vertente de Biofisica Molecular: PL x HSA) [1] coordenado
pelo Prof. Dr. Marinénio Lopes Cornélio. No trabalho, investigou-se a interacao da PL
com a proteina albumina do soro humano (HSA), a qual é presente no plasma sanguineo e
tem papel de carreadora de farmacos. Através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia
e andlises da supressdo, caracterizou-se os parametros da intera¢ao (termodinamicos e

regido da interagao através de andlises de competicao de sitios) [13].
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2 Introducao

Apresenta-se nesta secdo uma introdugao geral do composto utilizado, piperlongumina,

e uma breve motivagao do estudo na temética do cancer, em contextos gerais.

2.1 Cancer

A area de pesquisa do cancer, é ainda uma tematica desafiadora e de interesse mundial.
O cancer é uma das principais causas de morte, em 2020 foi responsavel por quase 10
milhées de mortes no mundo (Figura 1) [14,15], as incidéncias mais comuns foram cancer

de pulmao, seguido de colorretal, figado, estomago e mama (Figura 2).

As doengas cancerigenas tém duas preocupacoes principais: o crescimento celular e
a migracao celular [16]. A metastase, por ser a causa da maioria das mortalidades em
pacientes com céancer, tem recebido cada vez mais atencao, tanto na pesquisa cientifica

quanto na clinica [17].

O entendimento, nos niveis molecular e celular, do processo letal do cancer é de grande
importéancia cientifica [17]. Neste trabalho apresenta-se abordagens biofisicas nos dois

niveis:

— Estudo da interagao da macromolécula presente no processo da inflamagao (Anexina

A1) com o composto anticancer (Piperlongumina), se¢ao 3.

— Estudo das propriedades mecanicas de células cancerigenas (HeLa) na presenca do

composto anticancer (Piperlongumina), se¢ao 4.

Algumas caracteristicas gerais da Piperlongumina estao apresentadas nesta se¢ao. Ja

nas segoes 3 e 4 ha introdugoes especificas para os referidos sistemas.

2.2 Piperlongumina

Compostos naturais tem se destacado perante o tratamento e prevencao de varias

doengas [18]. Neste trabalho, um composto anticancerigeno foi escolhido, a piperlongu-
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Figura 1: Céancer: taxas mundiais de incidéncia (acima) e de mortalidade (abaixo),

padronizadas pela idade (ASR, age-standardised rate), estimadas pela WHO (organizagao
mundial da satde) em 2020. Figura adaptada de [15].
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Figura 2: Céncer: taxas estimadas de mortalidade mundial de mulheres (& esquerda) e de
homens (& direita) em 2020, pela WHO (organiza¢do mundial da satude). Figura adaptada
de [15].

mina (PL, Figura 3), do inglés piperlongumine, ou como também conhecida, piplartina,
cuja nomenclatura oficial é 5,6-dihidro-1-[(2E)-1-0x0-3-(3,4,5-trimetoxifenil )-2-propen-1-
il]-2(1H)-piridinona. A piperlongumina possui massa molecular igual a 317.3g/mol, e ¢é
isolada a partir de cascas do caule e raizes de diferentes espécies de pimenta, como Piper

tuberculatum L. (pimenta-d’arda), Piper longum L. (pimenta longa), entre outras [19-24].

o 0
HSCOW\VJ\N
Hsco/ﬁ///

OCH;

Figura 3: Estrutura quimica da Piperlongumina (C;7H;9O5N) [20,25].

Das 112 espécies do género Piper, foram isolados 667 diferentes compostos, os quais
sao classificados nas seguintes categorias (Figura 4): alcaloides/amidas, kavapironas,
chalconas/di-hidrochalconas, terpenos, flavonas, neolignanas, esteroides, lignanas, flavano-

nas, propenilfenois, piperolideos, entre outros (alcanos, élcoois, acidos, ésteres, etc.) [22,26].

24



A piperlongumina, pertence ao grupo dos alcalbéides/amidas.

Il Alcaldides/Amidas

I Kavapironas
] outros*
- Chalconas/Di-hidrochalconas

|| Terpenos

I Flavonas 14.54% 249
| |Neolignanas 2.55%
I Esterdides

Bl Lignanas

I Flavanonas 21.89%
I Propenilfendis
B Piperolideos

10.49%

2.25%
7.35%

0.9%
5.85%
0.6%

28.49%

Figura 4: Porcentagem da distribuicao dos compostos isolados de diferentes espécies
pertencentes ao género Piper, organizados por familias [22,25,26]. (*) Demais compostos

que ndo se enquadram nos grandes grupos comuns de metabolitos secundarios [13].

O uso de piperlongumina é relatado ha milhares de anos pela pratica Ayurveda, uma
medicina alternativa desenvolvida na India [22,23,27]. Estudos in vivo e in vitro apresentam
varias propriedades farmacolégicas promissoras da piperlongumina, como, por exemplo,

genotoxica, citotoxica, antimetastética, antitumoral e anti-inflamatoria [10,11, 20, 25, 28].

O alvo da PL pode ser alcancado através do plasma sanguineo, conforme observado nos
estudos in vitro e in vivo [1,10,20,28|. Recentemente, o trabalho de Meegan et al. apresentou
PL como um agente desestabilizador de microtibulos com efeitos antiproliferativos em
células de cancer de mama [29]. Além disso, o estudo de Henrique et al. mostrou o
efeito inibitorio da PL na expressao de a-tubulina em células endoteliais [2]. Agentes que
alvejam o microtubulo, também conhecidos como agentes de ligagao a tubulina (TBA), sao
potentes venenos mitoéticos que inibem a proliferagao de células eucaridticas, promovem
a morte celular pela supressao da instabilidade dinamica dos microttibulos e interferem
com o transporte intracelular [30-32]. PL apresenta diferentes mecanismos de ac¢do e tem
sido proposta como um potencial fairmaco anticancer e um composto interessante a ser

investigado [4, 10, 33].
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4.6 Conclusoes — Biofisica Celular

Compreender as propriedades biomecénicas nas células apos o efeito do farmaco pode
ajudar a elucidar o mecanismo das atividades dos compostos anticancer. Nesse contexto, a
Microscopia de For¢a Atomica (AFM) é uma técnica que pode ser utilizada para quantificar a
resposta do farmaco na célula. Aqui, nés empregamos experimentos de AFM para investigar
as propriedades biomecénicas das células cancerigenas sob influéncia de um composto
anticancer. As células HelLa foram exploradas em diferentes condi¢oes de tratamento
utilizando o composto e alterando o substrato de cultura (rigidez). Os resultados indicaram
que a for¢a de passo (SF) é sensivel ao tempo de agdo do farmaco; a piperlongumina (PL)
atua nas células HeLa nas primeiras 6 horas de tratamento. Além disso, SF é sensivel a
concentragao do composto; os experimentos com células HeLa apresentam um aumento de
SF entre 5 e 10 uM de tratamento com PL, uma variagao em torno de 10 pN. Além do
tempo de agao e da concentragao do composto, o SF também ¢é sensivel as alteragoes do
citoesqueleto. As células HeLa na presenga de 10 uM de PL aumentaram a forga de passo
(ASFyo,m—c =~ 10pN) em comparagao com o controle, independentemente da rigidez do
substrato. Recentemente, PL foi descrita na literatura como um agente desestabilizador de
microtibulos [29]. Neste estudo, observamos um aumento nos valores da for¢ca de passo
de experimentos com células HeLa na presenca da piperlongumina em diferentes ensaios
(tempos de agao, concentragoes do farmaco e substratos de cultura). Esse incremento
do SF sugere que a PL atua de forma direcionada ao microtubulo das células HeLa. O
fluxograma de experimentos de AFM apresentados aqui mostram um procedimento eficaz
para caracterizar as interagoes gerais entre farmacos anticancer e linhagens de células

cancerigenas.
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5 Conclusoes Gerais

A interdisciplinaridade tem sido bastante benéfica em muitas areas de pesquisa.
Nesta tese busca-se compreender, a partir de conceitos e leis fisicas de sistemas ma-
cro/microscopicos, os fenémenos biologicos. Efeitos biofisicos do composto anticancer (PL)
foram observados em proteinas e células. Na secao de biofisica molecular, a interacao de
PL com macromoléculas foi caracterizada utilizando espectroscopia de fluorescéncia. J& na
secao de biofisica celular, a qual, nesta tese, é dada mais enfoque, aplicamos microscopia de
forca atomica (AFM) para quantificar as influéncias da PL nas propriedades mecénicas das
células HeLa. Observamos experimentalmente a orquestracao do citoesqueleto em escala

de forga (SF) induzida pelo microambiente e pela a¢do do farmaco (PL).
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