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Lista de Figuras

Figura 1: Estrutura anatdbmica e histologica da préstata humana. (a) Representagdo esquematica das
diferentes zonas da prostata, incluindo zona central, zona de transi¢do, zona periférica, regido fibromuscular e
regido periuretral. A prdstata esté localizada abaixo da bexiga e envolve a uretra. (b) Estrutura histolégica do ducto
prostatico, mostrando as camadas celulares do epitélio prostatico, incluindo células luminais, basais, intermediarias
e neuroendocrinas, além da lamina basal, musculo liso e estroma circundante. Imagem retirada de (Rebello et al.,
2021).

Figura 2 — Fases do cancer de prostata e alteragfes genéticas. As mutagdes comuns no cancer de prostata sdo
apresentadas de acordo com seu enriquecimento em diferentes estagios da doenca. PIN, neoplasia intraepitelial

prostatica; CIS, carcinoma in situ e adenocarcinoma. Imagem e legenda traduzida e alterada de (1)

Figura 3 - O contetdo de ROS faz a diferenca no destino do tumor. a) Nos tumores, o metabolismo das células
cancerigenas (especialmente a glicolise) e o TME especifico (hipdxia, células estromais, etc.) sdo os geradores de
ROS enddgenos. E as ROS em niveis baixos a moderados (nivel patolégico nos tumores) também séo benéficas
para a inicia¢do e adaptacdo do tumor. No entanto, quando a concentracdo de ROS aumenta além da capacidade
antioxidante, as celulas tumorais ndo conseguem mais suportar o dano causado pelas ROS e acabam indo em
direcdo a morte final com destrui¢do e disfuncdo. Além disso, o excesso de ROS promove outras terapias
anticancer, como a imunoterapia. b) Para quebrar a homeostase redox, aumentar a capacidade antioxidante e
diminuir as ROS pode levar a deplecdo de ROS nos tumores, uma estratégia preventiva contra o cancer. E o0s
métodos de amplificacdo de ROS sdo mais vantajosos na erradicacdo de tumores existentes. Legenda traduzida

integralmente e imagem retira de Zhang et al., 2023 (2)

Figura 4 - A SRXNL1 é capaz de reduzir as Prx 2-Cys hiperoxidadas, bem como regular suas atividades enquanto
redoxinas e/ou chaperonas. Esquema retirado de “The sulfiredoxin-peroxiredoxin (Srx-Prx) axis in cell signal

transduction and cancer development”; (Mishra et al., 2015)



Lista de Figuras — Capitulo 1

Figure 1 — A) Dose-response curve of the effects of SRXN1 chemical inhibition in advanced castration-
resistant prostate cancer cells, with progressive exposure at three distinct time points. The graph represents
the cell viability of PC-3 cells after exposure to the sulfiredoxin inhibitor at increasing doses of J14 (2-16 uM), at
24 (orange), 48 (green), and 72 hours (blue). Absorbance data were expressed as a percentage, considering 100%
viability at time 0. B) Effects of the chemical inhibitor J14 at a dose of 6 pM on PC-3 cells at 24h, 48h, and
72h. The graph represents the cell viability of PC-3 cells after exposure to J14 at 24h (red), 48h (dark green), and
72h (dark blue), compared to the vehicle control, DMSO (white). Absorbance data were expressed as a percentage,
considering 100% viability for cells exposed only to the DMSO vehicle at all time points. Statistically significant
differences are indicated by ** for p < 0.01 and **** for p < 0.0001. C) Representative images of PC-3 cells
treated with J14 at a dose of 6 UM at 24h, 48h, and 72h. The left row shows cells treated with vehicle control
(DMSO) over time, while the right row displays cells treated with the inhibitor J14 at a dose of 6 uM. All images

were captured at 5x magnification.

Figure 2 - A) Effects of the inhibitor J14 on PC-3 cell spheroids at different doses over 48 hours. The graph
represents cell viability after exposure to J14 for 48 hours at different concentrations: 3 uM (light gray), 6
MM (green), and 18 uM (black), compared to the vehicle control, DMSO (white). Absorbance data were expressed
as a percentage, considering 100% viability for cells exposed only to the DMSO vehicle. Statistically significant
differences are indicated by **** for p < 0.0001. B) Representative images of spheroids at different time points
and concentrations of J14 exposure. The images represent groups exposed to different doses of J14 (3, 6, and
18 uM) over the exposure time, with row (I) at 0 hours of treatment (48 hours after plating) and row (I1) at 48

hours of treatment. All images were taken at 5x magnification.

Figure 3 — Impact of the J14 inhibitor on benign prostate cells (PNT-2) at different doses over 48 hours. The
graph represents cell viability after 48 hours of exposure to J14 at different concentrations: light gray (2 uM),
medium gray (4 uM), green (6 uM), dark gray (8 uM), and black (16 uM), compared to the vehicle control, DMSO
(white). Absorbance data were expressed as a percentage, considering 100% viability for cells exposed only to the
DMSO vehicle. Statistically significant differences are indicated by **** for p < 0.0001.

Figure 4 - Effects of J14-Mediated Inhibition of SRXN1 on Cell Death Parameters in Advanced PC-3
prostate Cancer Cells. Dot plot graphs are presented by time and group: the vehicle control (DMSO) group is
represented by A | D | G, and the J14-treated group (6 uM) is represented by B| E| H at 24, 48, and 72 hours,
respectively. Comparative graphs of cell death parameters for each time point are shown in C (24h) | F (48h) | |
(72h). The analyzed parameters include V - viable cells; Al - early apoptotic cells; AT - late apoptosis; and N -

necrotic cells. The p-values are indicated as ** for p < 0.01, *** for p < 0.001, and **** for p < 0.0001.

Figure 5 - Effects of J14-Mediated Inhibition of SRXN1 on Cell Cycle Phases in PC-3 Cells. Dot plot graphs
are presented by time and group: the vehicle control (DMSO) group is represented as A and D, while the J14-
treated group (6 uM) is represented as B and E at 24 and 48 hours, respectively. Comparative graphs of cell cycle
phases by time point are shown in C (24h) and F (48h). The analyzed parameters include the G1, S, and G2 phases.

p-values are indicated as * for p < 0.05 and ** for p < 0.01.



Figure 6 — A) Sulfiredoxin (J14) Chemical Inhibitor Reduces PC-3 Cell Migration After Treatment. The
graph and images represent the wound healing (WH) assay of PC-3 cells following exposure to the J14 inhibitor
(green) or vehicle (DMSO- white) for 24, 48, and 72 hours. The graph data (wound closure area) are expressed as
a percentage relative to the initial empty area at 0 hours, used as a reference. p-values are indicated as * for p <
0.05 and *** for p < 0.001. B) Representative image of wound closure over time after exposure to J14 at a
dose of 6 pM. The columns represent the different time points analyzed: Oh, 24h, 48h, and 72h, respectively, while
the rows show the experimental conditions, with the first row corresponding to the vehicle control (DMSO) and
the second to the treatment (J14, 6 uM)

Supplemental figure 1 — Dose-response curve of the effects of the chemical inhibitor (J14) on benign prostate
cells (PNT-2). The graph represents the cell viability of PNT-2 cells after exposure to the sulfiredoxin inhibitor at
increasing doses of J14 (2-16 uM), at 48 (green). Absorbance data were expressed as a percentage, considering
100% viability at time 0.



RESUMO PARA A SOCIEDADE

Vocé sabia que o cancer de prdstata é o segundo cancer mais incidente no Brasil e 0
segundo maior em mortalidade masculina? Isto significa que, em comparacdo com todos 0s
outros canceres existentes e que afetam os homens, o cancer de prostata € um dos que mais
atinge e que mais mata essa parcela da popula¢do. Mas 0 que é o cancer? De maneira geral e
resumida, "cancer" é um termo utilizado para referenciar mais de 100 tipos de doencas, as quais
tem em comum o crescimento rapido e sem controle de células de determinado 6rgédo, sendo
que essas células podem ou néo se espalhar para outros locais do corpo. Este projeto de pesquisa
tem como objetivo encontrar um novo tratamento auxiliar que ajude os quimioterapicos,
medicamentos capazes de matar as células cancerigenas que estdo se multiplicando muito, a
serem mais eficazes no combate ao cancer de prdstata avancado. Nesses estagios, quando 0s
tratamentos convencionais ja ndo funcionam mais, 0s pacientes alcangcam um estagio chamado
de "cancer de prostata resistente a castracdo" onde 70% dos pacientes tém uma expectativa de
vida menor que 5 anos de vida. Estudos anteriores desenvolvidos pelo nosso laboratério
apontaram que no cancer de prostata avancado existe um aumento nos niveis de producédo de
uma enzima antioxidante chamada sulfirredoxina, a qual age neutralizando os radicais livres
produzidos pela célula, protegendo as células cancerigenas dos tratamentos convencionais
contra o cancer. No cancer, essa alta producdo pode ajudar o tumor a se estabelecer e pode
tornar ele mais resistente aos tratamentos, principalmente aqueles que tem como mecanismo de
acao a producdo de radicais livres. Por isso, a nossa hipétese (pergunta norteadora) é avaliar se
quando diminuimos a producdo dessa enzima ha uma melhora do paciente. Durante meu
mestrado, 0 modo que escolhemos para diminuir a atividade dessa enzima foi utilizando um
inibidor quimico, que nada mais é do que uma molécula capaz de se ligar a enzima e impedir
que ela faca o seu papel naquela célula. Acreditamos que, com a inibicdo da sulfirredoxina, as
células tumorais se tornardo mais sensiveis aos radicais livres e mais vulneraveis a acdo dos
medicamentos, 0 que pode levar a regressdo do cancer de prostata mesmo em estagios
avancados refletindo num aumento na sobrevida dos pacientes. Mesmo nossa pesquisa sendo
direcionada para os estagios mais avangados do cancer de prostata, essa doenga ainda tem um
percentual de cura muito alto quando diagnosticado e tratado em estégios iniciais e, por isso, a
importancia de fazer o exame do cancer de prostata, principalmente em homens acima de 50
anos. Entdo se vocé se encaixa ou conhece algum homem com mais de 50 anos, o incentive a

procurar um médico e fazer o exame de prostata.



RESUMO

O céncer de prostata (CaP) é a segunda neoplasia mais comum entre homens e uma das
principais causas de mortalidade por cancer no mundo. Nos estagios mais avangados, como o
metastatico e resistente a castracdo (MCPRC), as opcdes de tratamento sdo limitadas, e a
sobrevivéncia dos pacientes € drasticamente reduzida. Em estudos recentes, a enzima
antioxidante sulfirredoxina (SRXN1) tem sido associada a progressdo tumoral e a resisténcia
ao tratamento, especialmente aqueles que tém como mecanismo de a¢éo a producao de espéecies
reativas de oxigénio (ROS). A partir dessa premissa, o atual trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos funcionais do inibidor quimico da SRXN1 (J14) em células
de CaP avancado (linhagem PC-3), esferoides 3D e células benignas de préstata (PNT-2).
Foram realizados ensaios de viabilidade celular (MTT), anélise de apoptose e ciclo celular por
citometria de fluxo, além de analises de migracdo (Wound Healing). Os resultados
demonstraram que o J14 reduz significativamente a viabilidade das células PC-3, com valores
de IC50 de 7,5 uM (24 horas), 6,9 uM (48 horas) e 5,1 uM (72 horas). Em esferoides 3D,
apenas a concentracdo mais alta (18 uM) reduziu a viabilidade, enquanto células benignas
(PNT-2) apresentaram menor sensibilidade (IC50 = 12,08 uM), indicando seletividade do
composto para células tumorais. A andlise do ciclo celular revelou que 0 J14 interfere na sintese
de DNA, reduzindo a porcentagem de células na fase S ap6s 24 horas e na fase G2 apds 48
horas, levando a parada do ciclo e a indugdo de apoptose inicial apds 48 e 72 horas. Além disso,
0 J14 inibiu a migracdo celular apds 48 e 72 horas, sugerindo um efeito antimetastatico. Esses
achados destacam o potencial terapéutico da inibicdo da SRXN1 no tratamento
do CaP avancado, com efeitos seletivos sobre células tumorais e promissores para futuras
investigagBes pré-clinicas. Portanto, futuras pesquisas devem se dedicar a investigar mais
detalhadamente a SRXN1 e suas implicacdes na terapia do CaP, utilizando modelos ainda mais
complexos, com o objetivo de desenvolver novas estratégias que melhorem o diagnostico e a

sobrevida dos pacientes.

Palavras-chave: SRXN1 — alvo terapéutico — inibicdo quimica — J14 — esferoides.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the second most common cancer among men and one of the leading
causes of cancer-related mortality worldwide. In advanced stages, such as metastatic and
castration-resistant prostate cancer (mMCRPC), treatment options are limited, and patient
survival is drastically reduced. Recent studies have associated the antioxidant enzyme
sulfiredoxin (SRXNZ1) with tumor progression and treatment resistance, particularly in therapies
that rely on the production of reactive oxygen species (ROS). Based on this premise, the present
study aimed to investigate the functional effects of the SRXN1 chemical inhibitor (J14) on
advanced PCa cells (PC-3 cell line), 3D spheroids, and benign prostate cells (PNT-2). Cell
viability assays (MTT), apoptosis and cell cycle analysis by flow cytometry, and migration
assays (Wound Healing) were performed. The results demonstrated that J14 significantly
reduces the viability of PC-3 cells, with 1C50 values of 7.5 uM (24 hours), 6.9 UM (48 hours),
and 5.1 uM (72 hours). In 3D spheroids, only the highest concentration (18 pM) reduced
viability, while benign cells (PNT-2) showed lower sensitivity (IC50 = 12.08 uM), indicating
the compound's selectivity for tumor cells. Cell cycle analysis revealed that J14 interferes with
DNA synthesis, reducing the percentage of cells in the S phase after 24 hours and in the G2
phase after 48 hours, leading to cell cycle arrest and the induction of early apoptosis after 48
and 72 hours. Additionally, J14 inhibited cell migration after 48 and 72 hours, suggesting an
antimetastatic effect. These findings highlight the therapeutic potential of SRXNL1 inhibition in
the treatment of advanced PCa, with selective effects on tumor cells and promising prospects
for future preclinical investigations. Therefore, future research should focus on further
investigating SRXN1 and its implications in PCa therapy, using more complex models, with

the aim of developing new strategies to improve diagnosis and patient survival.

Keywords: SRXN1 — therapeutic target — chemical inhibition — J14 — spheroids.
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1. INTRODUCAO
1.1 Prostata

A prostata humana é uma glandula exdcrina cuja principal funcdo é a producdo de
secrecdes para o fluido seminal, correspondente a cerca de 30% do seu volume total. Essa
glandula pertence ao sistema reprodutor masculina e esta localizada na base na bexiga urinaria
apresentando o tamanho semelhante ao de uma noz (1,4). Além do seu papel essencial na
reproducdo, a prostata também possui grande relevancia clinica devido & sua associagdo
patoldgicas como; a hiperplasia prostatica benigna (HPB), as prostatites e ao cancer de prostata
(CaP) (5)

Anatomicamente, a préstata humana adulta é composta por diferentes zonas; central, de
transicdo, periférica, além das regibes fibromuscular (estroma) e periuretral. Cada zona
apresenta caracteristicas e funcdes especificas dentro do ambiente prostatico: (a) A zona
periférica corresponde a maior porcao da prostata, representando mais de 70% da sua area total,
sendo também a regido com maior incidéncia de tumores, uma vez que 80% dos tumores
ocorrem nesse local; (b) A zona central representa aproximadamente 20-25% da prostata, com
ductos que comecgam perto dos ductos ejaculatdrios e se ramificam perto da base da prostata.
(c) Zona de transicdo, corresponde de 5-10% do volume da prostata e é separada das demais
zonas por uma faixa fibromuscular (1,6,7).

A préstata € composta por ductos e &cinos, compostos por um epitélio glandular,
embutidos em um estroma fibromuscular. O epitélio da por¢cdo glandular € composto por duas
camadas diferentes: a primeira camada é a luminal secretora, composta principalmente por
células colunares altas que séo responsaveis pela produgdo dos componentes do fluido seminal,
sendo esses componentes; fosfatase acida, calicreina-2 humana e antigeno prostatico especifico
(PSA). O PSA ¢ uma serina protease ativada transcricionalmente pelo receptor de androgenos
(AR) e frequentemente elevada em homens com disfuncBes prostaticas como HPB ou CaP,
portanto, amplamente utilizada na deteccdo e diagnostico do CaP, revolucionando assim o
rastreamento do CaP. Essa camada luminal é sustentada por uma segunda camada basal de
células epiteliais cuboides e células neuroenddcrinas, que, por sua vez, é circundada por uma
membrana basal de matriz extracelular, que separa a células basais do estroma (1,6,7).

Estudar a préstata é fundamental, pois é nesse 6rgdo que se desenvolve o cancer de
prostata (CaP), a neoplasia maligna mais comum entre 0s homens e uma das principais causas

de mortalidade por cancer no mundo (8). Devido a sua alta incidéncia e impacto clinico,
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