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RESUMO

O estresse oxidativo, resultado do desequilibrio entre as espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS) e os sistemas antioxidantes, pode levar a danos
celulares e contribuir para diversas patogenias, como cancer e doenga renal cronica.
O fator de transcricdo NRF2 € um regulador central da resposta antioxidante,
ligando-se ao elemento de resposta antioxidante (ARE) nos genes-alvo e modulando
suas expressoes, contribuindo para a homeostase redox. A ativagcdo candnica do
NRF2 ocorre por modificacbes em residuos de cisteinas na proteina Keap1. Esta e
outras vias de ativagdo podem ser exploradas no tratamento de doengas e vem se
mostrando eficaz em experimentos com animais e ensaios clinicos. Este trabalho
teve como objetivo caracterizar uma linhagem estavel derivada da linhagem HelLa
(carcinoma de colo uterino humano) para ser usada em analise do gene repérter
luciferase para o screening de compostos moduladores de NRF2 e em RT-gPCR
para validagao dos compostos candidatos. A linhagem foi produzida pela transfecgao
do vetor pGL4.22-ARE-mGST [luc2CP/Puro] com a sequéncia ARE do gene
glutationa S-transferase de camundongo (mGST), seguida da selegdo por
puromicina. A linhagem foi denominada POLI e foi avaliada quanto a resposta a
modulacdo de NRF2. Para isso, foram utilizados sulforafano (SFN) como ativador e
trigonelina (TGN) como inibidor de NRF2. A expressao de NRF2 foi analisada por
Western blotting, a expressédo da luciferase foi analisada por imunofluorescéncia
indireta e a atividade da luciferase foi avaliada por luminescéncia. Utilizamos também
RT-gPCR para avaliar a expressdo de genes alvo de NRF2. Os resultados
mostraram que a linhagem estavel POLI se mostrou bastante responsiva ao SFN e
ao TGN em todos os ensaios realizados. Assim, a plataforma pode ser empregada
para buscarmos novos moduladores de NRF2.

Palavras-chave: NRF2; estresse oxidativo; moduladores; gene reporter luciferase.



ABSTRACT

Oxidative stress, resulting from the imbalance between reactive
oxygen/nitrogen species (ROS/RNS) and antioxidant systems, can lead to cellular
damage and contribute to several pathogenesis, such as cancer and chronic kidney
disease. The transcription factor NRF2 is a central regulator of the antioxidant
response, binding to the antioxidant response element (ARE) in target genes and
modulating their expression, contributing to redox homeostasis. Canonical NRF2
activation occurs by modifications in cysteine residues in the Keap1 protein. This
and other activation pathways can be explored in the treatment of diseases and
have been shown to be effective in animal experiments and clinical trials. This work
aimed to characterize a stable cell line derived from the HelLa (human cervical
carcinoma) lineage to be used in luciferase reporter gene analysis for the screening
of NRF2-modulating compounds and in RT-gPCR for validation of candidate
compounds. The strain was produced by transfection of the pGL4.22-ARE-mGST
[luc2CP/Puro] vector with the ARE sequence of the mouse glutathione S-transferase
(mGST) gene, followed by puromycin selection. The strain was named POLI and
was evaluated for its response to NRF2 modulation. For this purpose, sulforaphane
(SFN) was used as an activator and trigonelline (TGN) as an inhibitor of NRF2.
NRF2 expression was analyzed by Western blotting, luciferase expression was
analyzed by indirect immunofluorescence, and luciferase activity was evaluated by
luminescence. We also used RT-gPCR to evaluate the expression of NRF2 target
genes. The results showed that the stable strain POLI was highly responsive to SFN
and TGN in all assays performed. Thus, the platform can be used to search for new
NRF2 modulators.

Keywords: NRF2; oxidative stress; modulators; luciferase reporter gene.
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1. INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) sao indispensaveis para
todos os organismos aerobicos. Elas desempenham um papel fundamental no processo
bioquimico essencial para manter o estado redox estavel de tecidos e células, crucial para a
saude do organismo. Atualmente, compreende-se que a acdo de ROS/RNS € dependente
da concentracdo, ou seja, embora em concentragdes fisiologicas normais, ROS seja
benéfico para o corpo, em concentracbes acima de certo limiar, tornam-se prejudiciais
(BANO et al., 2012). Esse desequilibrio entre o sistema oxidativo e o sistema antioxidante,
definido como estresse oxidativo, leva a destruicdo de macromoléculas biolégicas, como
agucares, lipidios, proteinas e acidos nucleicos (CAPUTO et al., 2012), culminando em
danos a érgaos, tecidos e fungdes (LEE et al., 2016).

A proteina NRF2 é um fator de transcricdo regulado pela proteina 1 associada a
ECH semelhante a Kelch ou Keap1 (Figura 1). Sob condigbes de estresse oxidativo, NRF2
pode ativar a resposta antioxidante e citoprotetora (THANAS et al., 2020). Mais de 600
genes, incluindo mais de 200 proteinas associadas a prote¢ao contra inflamacgao, cancer,
disturbios neurolégicos, envelhecimento, doengas cardiovasculares e outras condigbes
graves, sao regulados pela via de sinalizagdo NRF2 (KHODAKARAMI et al., 2022).

FIGURA 1. REPRESENTAGAO DA ESTRUTURA DA NRF2 E SEUS DOMINIOS

CBP RXRa sMAF
KEAPI __HRDI RARa B-TICP DNA CHD6
DLG ETGE
- EERCICI T B
transactivation ARE activation

FONTE: Adaptado de WANG et al., 2022.

Especificamente contra estresse oxidativo e inflamacao (CUADRADO et al., 2019).
NRF2 regula positivamente a expressdo de enzimas antioxidantes como catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GSH-Px) e superdxido dismutase (SOD), bem como enzimas de
destoxificacdo de fase Il, incluindo NADP(H) quinona desidrogenase 1 (NQO1), heme
oxigenase-1 (HO-1) e glutationa S-transferase (GST) (TOSI et al., 2011; LI et al., 2011).

Além disso, ha uma quantidade crescente de evidéncias que indicam que as
caracteristicas metabdlicas e os fenotipos inflamatérios notavelmente distintos entre os

macrofagos M1 e M2 s&o fortemente influenciados pelo NRF2. A regulacdo negativa das
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sinalizacbes associadas ao NRF2 em relagao a outros fatores de transcrigdo, como o fator
nuclear-kB (NF-kB), pode fornecer insights sobre a conex&o entre a defesa contra o
estresse oxidativo e a mitigacdo da inflamagcdo por meio da sinalizagdo do NRF2
(GALVAN-PENA et al., 2014; SAHA et al., 2020).

A atividade/expressdo da NRF2 esta diminuida em diversos contextos patoldgicos
como na senescéncia celular (LUO et al., 2020), na sindrome de Hutchinson-Gilford, uma
sindrome rara de envelhecimento prematuro (KUBBEN et al., 2016), bem como na doenca
renal crbnica (DCR) e de outras doengas associadas ao envelhecimento prematuro
(STENVINKEL et al., 2020).

A ativacdo comprometida de NRF2 também esta associada a fibrose renal e a
progressao da doenga em um modelo de glomeruloesclerose focal em camundongos (TSAI
et al., 2011). No caso da doenga de Alzheimer (DA), mesmo com o aumento do estresse
oxidativo, foi constatado que a expressao nuclear do NRF2 esta reduzida nos neurdnios da
DA, e muitos genes alvos da NRF2 s&do negativamente modulados (RAMSEY et al., 2007).
Em todos esses casos, 0 uso de ativadores da NRF2 poderia promover efeitos benéficos.

No caso do cancer, a perturbagao no equilibrio do estado redox € uma ocorréncia
comum (YANG et al.,, 2013). As células cancerigenas apresentam niveis elevados e
persistentes de ROS levando a ativagdo de oncogenes, aumento nas taxas metabdlicas,
hipdxia, disfungcdo mitocondrial e/ou peroxissomal, bem como crescimento independente de
ancoragem (DE LA VEGA et al., 2018). Dentro desse contexto, o NRF2 desempenha um
papel crucial como regulador significativo da resposta antioxidante. No entanto, suas
fungdes podem ter efeitos benéficos ou prejudiciais na tumorigénese, dependendo do
estagio do cancer. Nos estagios iniciais da tumorigénese, a atividade do NRF2 parece
desempenhar um papel importante na prevengao da carcinogénese pré-maligna, danos ao
DNA e mutagdes iniciais do cancer (SPORN et al., 2012, DEBLASI et al., 2020). Contudo,
em estagios avangados, algumas agbdes do NRF2 podem favorecer a carcinogénese
(SPORN et al., 2012). A ativacado da via NRF2, nestes casos, pode ser benéfica para as
células tumorais, ao protegé-las contra o estresse oxidativo (DEBLASI et al., 2020).

Diversos ativadores de NRF2 naturais e provenientes de plantas, enquanto outros
sao compostos sintéticos, tém avancado para experimentos em animais e até ensaios
clinicos em humanos. Um exemplo notavel é a bardoxolona metil para DRC. Resultados de
um ensaio clinico com esse composto em pacientes com doenca renal moderada
mostraram melhorias significativas na taxa de filtracao glomerular estimada e em outras
medidas da fungdo renal ao longo de 52 semanas (PERGOLA et al., 2011). O BG-12
(fumarato de dimetila) esta sendo usado para tratar esclerose multipla remitente-recorrente
(KAPPOS et al., 2011). Protandim® é um suplemento dietético, ativador de NRF2,

patenteado, composto por cinco ingredientes a base de plantas, silimarina de cardo leiteiro
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(Silibum marianum), extrato de bacopa (Bacopa monniera), ashwagandha (Withania
somnifera), extrato de cha verde (Camilia sinesis) e curcumina de agafrdo (Curcuma longa),
cujo efeito sinérgico é nove vezes maior quando todos os componentes estdo presentes
juntos (VELMURUGAN et al., 2009).

Contudo, a quantidade de inibidores descritos de NRF2 ainda é bem inferior que os
de ativadores. O brusatol sensibiliza células cancerigenas a quimioterapia ao reduzir os
niveis de NRF2 e seus genes-alvo. Embora o brusatol atue globalmente na traducgéao, ele
tem sido usado para o estudo da inibicdo de NRF2 na quimiossensibilizacdo (VARTANIAN
et al., 2016; HARDER et al., 2017). Outros inibidores sdo o modulador de expressao ARE 1
AEM1, cujo qual possui mecanismo de agdo desconhecido (BOLLONG et al., 2015) e o
ML385, que bloqueia a dimerizacdo de NRF2 com MAFG (Fator de transcricao MAF Bzip
G), impedindo sua ligagdo ao ARE (SINGH et al., 2016). Além disso, produtos naturais
como trigonelina (ARLT et al., 2013), malabaricone A (MANNA et al., 2015) e wogonina
(ZHONG et al., 2013) também tém potencial como inibidores de NRF2, mas com
mecanismos ainda pouco definidos.

Devido ao papel central regulador da atividade da NRF2 em varios processos
biolégicos ubiquos, a descoberta de moléculas com alto poder modulador desta via é
desejavel. Neste contexto, produzimos uma linhagem celular com capacidade de detectar a

modulacéo da atividade de NRF2, para que novas moléculas possam ser testadas.

1.1. OBJETIVOS
1.1.1.  Objetivo geral

Construir uma plataforma padronizada em linhagem estavel, com o intuito de

identificar compostos moduladores de NRF2.

1.1.2.  Objetivos especificos
e Construgao de linhagem estavel com plasmideo;
e Caracterizagao de linhagem estavel
e Validagdo plataforma por dois métodos analiticos: analise do gene reporter
luciferase para o screening de compostos moduladores da via e RT-gPCR

para validagdo dos compostos candidatos.

1.2. JUSTIFICATIVA

NRF2 é um fator de transcricdo que desempenha um papel central em situagdes de
estresse celular, promovendo a expressao de proteinas citoprotetoras. Essas proteinas

incluem antioxidantes, proteinas envolvidas no metabolismo de detoxificacdo e transporte
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de drogas, bem como aquelas relacionadas ao reparo e degradacdo de biomoléculas
danificadas e ao metabolismo celular (Hayes et al., 2010). A ativacdo coordenada dessas
proteinas € essencial para garantir a sobrevivéncia celular em ambientes adversos.
Entretanto, em condi¢cdes patolégicas como doengas crénicas nao transmissiveis e
envelhecimento, a via NRF2 frequentemente apresenta disfungdo, o que prejudica a
adaptacao celular (Schmidlin et al., 2019).

Na doenca renal crénica (DRC), especialmente nos estagios avancados associados
a uremia, a via NRF2 encontra-se reprimida (Pedruzzi et al., 2015; Shen et al., 2017), o que
esta correlacionado com altos niveis de estresse oxidativo caracteristicos desses estagios
(Himmelfarb et al., 2000; Rodrigues et al., 2012). Por outro lado, em células tumorais, ha
uma ativagcao constitutiva de NRF2, favorecendo a sobrevivéncia das células malignas e
aumentando sua resisténcia a quimioterapicos e radioterapicos (Lau et al., 2008; Hammad
etal., 2019).

Esses dados observacionais e experimentais ressaltam a importancia de identificar
compostos capazes de modular a via NRF2, seja ativando-a ou inibindo-a, dependendo do
contexto clinico. Embora diversos compostos ativadores de NRF2 estejam em fases de
testes clinicos (Robledinos-Antén et al., 2019), apenas o fumarato de dimetila foi aprovado
para uso clinico, no tratamento de esclerose multipla (Rojo de la Vega et al., 2016). Por
outro lado, os inibidores de NRF2 ainda sao pouco descritos, 0 que evidencia a
necessidade de explorar novos compostos, especialmente para tratar tumores com alta
atividade de NRF2.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. ESTRESSE OXIDATIVO

Em 1955, Denham Harman discutiu pela primeira vez sobre os efeitos colaterais
deletérios de radicais livres produzidos durante o metabolismo e sua influéncia no processo
de envelhecimento e tumorigénese (HARMAN, 1955). Os radicais livres sdo definidos como
atomos, moléculas ou ions que possuem elétrons desemparelhados em uma configuragao
de camada aberta, podendo apresentar carga positiva, negativa ou neutra. Eles
desempenham um papel significativo em diversos processos quimicos, como combustao,
polimerizagao e reagdes atmosféricas. No corpo humano, os radicais livres geram reagdes
quimicas e biolégicas (BANO et al., 2012) e, quando em altas concentragdes, devido a sua
reatividade com lipidios, proteinas e DNA, podem comprometer a sobrevivéncia celular
(IMLAY et al., 1988), além de estarem associados ao desenvolvimento de varias doencas
degenerativas como inflamacao, aterosclerose, cancer, doengas neurodegenerativas como

Parkinson e Alzheimer (BANO et al., 2012), doencgas cardiacas e condi¢des relacionadas a
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idade (JONES, 2008).

As ROS sé&o agentes geralmente oxidantes, ou seja, moléculas que retiram elétrons
de outras moléculas, sendo principalmente geradas como subprodutos do metabolismo
celular e dos processos bioquimicos dentro da célula. As mitocéndrias sdao uma das
principais fontes de ROS, produzidos durante a respiracdo aerébica (MULLER, 2000;
ADAM-VIZI E CHINOPOULOS, 2006), seguidas dos peroxissomos, descritos em 1966 por
Christian de Duve (DE DUVE et al., 1966). Ha também a produgao de ROS por neutrofilos e
macrofagos fagociticos, durante a eliminagado de patdégenos invasores (ROOS et al., 2003).
Além disso, existem fontes exdgenas de ROS, as quais incluem poluicdo, fumaca de
tabaco, alcool, ozbnio, toxinas ambientais e industriais e radiacdo (HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 2015).

O metabolismo do oxigénio molecular a ROS é uma parte natural da vida aerdbica.
De fato, os niveis basais de ROS sao essenciais para a manifestagado de varias fungdes
celulares, como vias de transdugao de sinal, expressdo génica e promogao de crescimento
ou morte celular (FINKEL, 2011). No entanto, a exposi¢cao extensa ou prolongada a ROS,
ou ROS em concentragdes suprafisioldgicas resultam em estresse oxidativo, um processo
deletério que danifica lipidios, proteinas e acidos nucleicos na célula, inibindo assim sua
funcdo normal (APEL E HIRT, 2004). Nesse cenario, ha um desequilibrio entre a producao
de ROS e os mecanismos de defesa celular antioxidante. O estresse oxidativo crbénico e o
dano oxidativo resultante tém sido implicados em muitas doencas humanas (ASMAT et al.,
2016. , LIGUORI et al., 2018). Para preservar o delicado equilibrio entre os efeitos benéficos
e prejudiciais dos ROS, os organismos vivos desenvolveram mecanismos de defesa celular
contra o estresse oxidativo para manter a homeostase redox. Alteragdes no estado redox
podem levar a ativacado transcricional de vias e enzimas envolvidas na desintoxicagao,
transporte e eliminacdo de ROS (SIES et al., 2017).

A definicdo moderna de estresse oxidativo foi ampliada para abordar, além do dano
macromolecular mencionado acima, a interrupcao dos circuitos redox do tiol, que resultam
em sinalizacdo celular anormal e desregulagdo do controle redox (JONES, 2008). A
interrupcdo dos circuitos redox ocorre quando ROS oxidam residuos de cisteina especificos
presentes em proteinas e outras moléculas sinalizadoras. Uma das consequéncias da
oxidacdo dos grupos tiol € a formacdo de dimeros dissulfeto (-S-S-), afetando vias
sinalizadoras, a homeostase celular e a resposta ao estresse, comprometendo o equilibrio
redox. Sendo assim, tais moléculas que contém esses grupos tiol, funcionam como
sensores e reguladores do estado redox (FILOMENI et el., 2015; BANO et al., 2012;
JONES, 2008).
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2.2. NRF2

Uma proteina reguladora essencial para a resposta ao estresse oxidativo e
destoxificacdo celular € a NRF2, também conhecida como fator nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2, codificada pelo gene NFE2L2. Ela pertence a subfamilia Cap’n’Collar
(CNC) dos fatores de transcricdo de ziper de leucina (bZIP) e possui sete dominios
(Neh1-7), cada um com funcbes especificas que garantem a estabilidade e a atividade
transcricional de NRF2 (FIGURA 3). Em condigbes normais, NRF2 é mantida em baixos
niveis pela acdo do complexo Keap1-CUL3-RBX1, que se liga ao dominio N-terminal, Neh2,
através dos motivos ETGE e DLG para mediar sua ubiquitinacdo e degradacgao
proteassomal, assegurando que a NRF2 seja rapidamente eliminada quando ndo ha
necessidade de resposta antioxidante (CANNING et al., 2015; JARAMILLO et al., 2013;
TAGUCHI e YAMAMOTO, 2017; LEE et al., 2009) (FIGURA 2).

FIGURA 2. O MECANISMO DE ATIVAGAO DE NRF2 POR ESTRESSE OXIDATIVO
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NOTA: No estado basal ndo estressado, NRF2 ¢ alvo de ubiquitinagdo e degradagéo dependente de
proteassoma pela ubiquitina ligase E3 dependente de Keap1. Em resposta ao estresse oxidativo, a
ligacdo direta de estressores a residuos de cisteina reativos resulta em uma mudanca de
conformagédo em Keap1, que inibe a ubiquitinagcdo de NRF2. Como NRF2 n&o é liberado por Keap1,
ele satura todos os sitios de ligacdo de Keap1, permitindo que NRF2 recém-traduzido ignore Keap1,
transloque para o nucleo e regule positivamente a expressao do gene citoprotetor.

FONTE: BAIRD e YAMAMOTO, 2020.

O dominio Neh1, que contém o motivo basico de ziper de leucina (bZIP), permite
que NRF2 se ligue ao elemento de resposta antioxidante (ARE) e forme heterodimeros com

pequenas proteinas MAF (K, G e F), ativando a transcrigdo de genes-alvo antioxidantes e
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de destoxificagdo. Esse dominio também interage com a enzima de conjugacao de
ubiquitina E2, UbcM2, que ajuda a regular a estabilidade de NRF2 (KEUM e CHOI, 2014;
TAGUCHI e YAMAMOTO, 2017).

Além disso, os dominios Neh4 e Neh5 atuam na ativac&o transcricional, ligando-se a
proteina de ligacao, ao elemento responsivo, ao monofosfato de adenosina ciclico (CREB) e
ao coativador CBP, uma histona acetiltransferase que facilita a transcricdo dos genes
regulados por NRF2. Esses dominios também podem se associar ao cofator nuclear
RAC3/AIB1/SRC-3, intensificando ainda mais a transcricdo de genes antioxidantes
(NAMANI et al., 2014; MCMAHON et al., 2003; XIANG et al., 2014). O dominio Neh3,
localizado no C-terminal de NRF2, interage com o coativador de transcricao CHD6, uma
proteina que atua na remodelacdo da cromatina e auxilia na ativagdo de genes
dependentes de ARE, fortalecendo a resposta antioxidante da célula (KRAJKA-KUZNIAK et
al., 2017; WANG et al., 2013).

O dominio Neh6 possui dois motivos, DSGIS e DSAPGS, que servem como
plataformas de ligagdo para B-TrCP, uma proteina de repeticdo de B-transducina associada
a ubiquitina E3 ligase. Esse mecanismo permite uma degradagao independente de Keap1
em células expostas a estresse oxidativo intenso, garantindo uma resposta mais flexivel da
NRF2 conforme a necessidade celular (MCMAHON et al., 2003; MCMAHON et al., 2004;
RADA et al., 2011; CHOWDHRY et al., 2013). Por ultimo, o dominio Neh7 interage com o
receptor retinoide X alfa (RXRa), o que inibe a ativagdo de NRF2 ao reprimir sua atividade

citoprotetora e limitar a resposta ao estresse em condi¢gées especificas (WANG et al. 2013).

FIGURA 3 - ESTRUTURA DA PROTEINA NRF2
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O NRF2 contém sete dominios conservados de homologia NRF2-ECH (Neh), Neh1-Neh7. O Neh1
tem um motivo bZip, onde a regido basica é responsavel pela ligagdo do DNA e o Zip dimeriza com
pequenas proteinas MAF. O Neh2 contém motivos ETGE e DLG, que s&o necessarios para a ligagao
ao Keap1 e subsequente poliubiquitinagdo dependente de Keap1 e degradagéo do NRF2. O Neh3-5
sdo dominios de transativacdo e os dominios Neh4 e Neh5 também interagem com o Hrd1. O Neh6
contém motivos DSGIS e DSAPGS responsaveis pela ubiquitinagdo e degradagdo mediadas por
B-TrCP. O dominio Neh7 interage com o RXRa, que inibe a atividade do NRF2.

FONTE: Adaptado de NGO e DUENNWALD, 2022

Sob condigbes de estresse, como a exposicdo a ROS ou xenobidticos, residuos
especificos da proteina Keap1 sdo modificados, alterando sua conformacao. Isso promove
a interrupcado da ubiquitinacdo de NRF2, inibindo a degradacao proteassomal da NRF2.
Como consequéncia, o NRF2 recém-sintetizado se acumula e se transloca para o nucleo,

heterodimerizando com uma das pequenas proteinas Maf (homdlogo do oncogene do



22

fibrossarcoma musculoaponeurotico). Esses heterodimeros reconhecem os AREs,
sequéncias amplificadoras nas regides reguladoras dos genes-alvo de NRF2, essenciais
para o recrutamento de fatores-chave para a transcricdo ativando a expressado de genes
citoprotetores (CANNING et al., 2015; ITOH et al., 2003; SUZUKI e YAMAMOTO, 2015).
Essa ativagdo transcricional € controlada em multiplos niveis, incluindo regulacao
transcricional e poés-transcricional, além de modificagdes pds-traducionais, como
fosforilagbes mediadas por varias quinases (ERK, JNK, PKC, CK2) que aumentam sua
atividade (KEUM e CHOI, 2014; CANNING et al., 2015; MCMAHON et al., 2004).

Além de o fator de transcricdo NRF2 ligar-se ao ARE de genes alvo para ativar sua
transcricao, ele é capaz de ativar sua proépria transcricdo ja que o gene NFE2L2 também
possui ARE em sua regidao promotora, permitindo que o NRF2, gere um mecanismo de
feedback positivo para amplificar os seus efeitos (KWAK et al., 2002).

Proteinas de ligagdo ao RNA (RBPs), como HuR e AUF1, também regulam NRF2 ao
se ligarem a 3'-UTR do mRNA NFEZ2L2, resultando na elevagcdo da ativacdo de NRF2
(POGANIK et al., 2019). Além disso, splicing alternativo é um mecanismo que também
regula NRF2. Variantes aberrantes do NFE2L2 sem exons 2 ou 3, observadas em canceres,
resultam em isoformas de NRF2 estabilizadas que ativam o NRF2 (GOLDSTEIN et al.,
2016).

Existem ainda os microRNAs (miRNAs), que sdo RNAs enddgenos de fita simples
que reprimem a expressao genética por ligagdo especifica de sequéncia com o mRNA,
resultando em inibicao da traducéo de proteinas e desestabilizagdo do mRNA (O’'BRIEN et
al., 2018). Varios miRNAs, como miR-144 (SANGOKOYA et al., 2010), miR-28 (YANG et
2011), miR-34 (LI et al., 2011), miR-93 (SINGH et al., 2013) e miR-153 (WANG et al., 2016),
regulam o NRF2, sendo o aumento de miR-144 associado a redugdo da atividade
transcricional do NRF2 e a menor tolerdncia ao estresse oxidativo em células eritroides,
associada a anemia falciforme (SANGOKOYA et al., 2010). Em células de neuroblastoma,
miR-153, miR-27a, miR-142-5p e miR-144 também atuam diretamente na 3'-UTR do
NFE2L2, resultando em transativacao ineficiente do NRF2 (NARASIMHAN et al., 2012).

2.2.1. Genes-alvo e funcdes

Como dito anteriormente, o fator de transcricdo NRF2, amplamente conhecido como
regulador mestre da resposta antioxidante, desempenha um papel crucial na regulagao de
uma rede de genes envolvidos na citoprotecdo celular. Inicialmente identificado por sua
capacidade de induzir a expressao de genes antioxidantes, o NRF2 regula uma série de

processos celulares que vao desde a manutencao da homeostase redox até o metabolismo
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de xenobidticos, com destaque para as enzimas de detoxificacdo de fases |, Il e 1l (WU et
al., 2012, WANG et al., 2017, SHAW e CHATTOPADHYAY, 2020).

Nos ultimos anos, a pesquisa sobre o NRF2 ampliou-se com a identificacdo de
novos genes-alvo e novas fungdes que vao além de sua capacidade de regulagdo redox
(Figura 4). NRF2 é um regulador chave de diversos processos metabdlicos e mitocondriais,
desempenhando um papel crucial em aspectos fundamentais do metabolismo, como a
absor¢cédo de nutrientes, o metabolismo anabdlico e energético, e a biossintese de
macromoléculas, processos que sao vitais para o crescimento e a proliferagdo celular
(HANAHAN e WEINBERG, 2011), além da regulagédo da inflamacao e autofagia, processos
que sao particularmente relevantes na carcinogénese e na progressdo de doencgas
(MALHOTRA et al., 2010; CHORLEY et al., 2012; REICHARD et al., 2007). A capacidade
do NRF2 de regular o metabolismo anabdlico e a reprogramag¢ao metabdlica no cancer é
especialmente notavel, pois sua ativacao promove adaptacdes celulares favoraveis sob
condigbes de estresse (MITSUISHI et al., 2012; PAEK et al., 2012). Além disso, o papel do
NRF2 na regulacédo inflamatéria € evidenciado por sua interagdo com outras vias de
sinalizacdo, como NF-kB e mTOR, o que revela uma complexa rede de interagcdes que

modulam a resposta inflamatéria e de sobrevivéncia celular (BENDAVIT et al., 2016).
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FIGURA 4 - GENES ALVOS E VIAS CELULARES REGULADAS POR NRF2.
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NOTA: NRF2 heterodimeriza com proteinas sMAF para iniciar a transcricao de genes alvo contendo
ARE. Genes alvo NRF2 verificados estdo envolvidos na montagem do proteassoma, autofagia,
prevengdo de apoptose, manutencdo do equilibrio redox, metabolismo de lipidios e carboidratos,
metabolismo do heme, homeostase do ferro, todas as trés fases do metabolismo de
farmacos/xenobidticos, regulagao transcricional de outros fatores de transcrigdo e reparo de DNA.
Genes alvo representativos séo incluidos entre parénteses abaixo de cada resposta transcricional.
Fonte: Dodson et al., 2019

Essa multifuncionalidade do NRF2 destaca o desafio de compreender os
mecanismos de sua ativagdo e as consequéncias da interagdo com diversos fatores de
transcricao e cofatores, como sMAF, BACH1 e CBP, os quais podem atuar tanto na
promog¢do quanto na repressao de sua atividade em diferentes contextos celulares
(MALHOTRA et al., 2010; CHORLEY et al., 2012). Tal regulagao estrita garante que o NRF2
apenas ative seus genes-alvo quando necessario, minimizando riscos de ativacéo
desregulada que poderiam favorecer a sobrevivéncia de células tumorais. Dessa forma, as

novas descobertas sobre o NRF2 ampliam as perspectivas terapéuticas, sobretudo em
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estratégias que visam modular seletivamente sua atividade para o tratamento de doencgas
inflamatodrias e cancer, ao mesmo tempo em que propdem novas diregdes para o estudo de
seus efeitos contexto-dependentes na biologia tumoral (REICHARD et al.,, 2007
DHAKSHINAMOORTHY et al., 2005).

O impacto do NRF2 na reprogramacao do metabolismo do cancer € um tema
amplamente estudado, com evidéncias provenientes de experimentos de sequenciamento
de cromatina (ChIP-Seq) que revelaram a ativagdo ou delecao do NRF2 em modelos
celulares e animais, identificando uma série de genes alvo que regulam vias metabdlicas
essenciais, como a glicdlise, a via das pentoses fosfato (PPP), o metabolismo dos acidos
graxos, da glutamina e da glutationa (HE et al., 2020; MITSUISHI et al., 2012; CHORLEY et
al., 2012; FU et al., 2019; DE LA VEGA et al., 2018).

As mitocéndrias, organelas responsaveis pela produgao de energia celular por meio
da fosforilagdo oxidativa, estdo intimamente associadas a geragdo de ROS e o desequilibrio
nessa producdo € uma caracteristica marcante em varias doencgas, incluindo disturbios
neurodegenerativos, metabdlicos, cardiovasculares e cancer (CUADRADO et al., 2019). O
NRF2 regula a resposta antioxidante e o metabolismo intermediario através da modulagao
de genes metabdlicos essenciais e da interagdo com outros fatores de transcricdo. Sua
ativacao resulta em um aumento no fluxo glicolitico, no metabolismo da glutamina e na
glutamatdlise, além de intensificar a entrada de substratos no ciclo do acido citrico (TCA) e
na cadeia respiratéria mitocondrial, o que reflete na maior demanda por oxigénio e na
producdo de ATP (HOLMSTROM et al., 2013). Estudos também demonstram que células
com ativacao genética do NRF2 apresentam maior potencial de membrana mitocondrial e
niveis elevados de ATP, contrastando com células deficientes em NFE2L2, que apresentam
fendétipos opostos (LUDTMANN et al., 2014).

Além disso, 0 NRF2 desempenha um papel protetor na regulagdo da biogénese
mitocondrial, ativando o fator respiratério nuclear-1 (NRF-1), o qual regula a expressao de
fatores chave para a biogénese mitocondrial, como o TFAM e o TFBM2 (PIANTADOSI et al.,
2008). Esse processo € essencial para a manutencdo da fungdo mitocondrial e para a
protecdo celular contra o estresse oxidativo. O aumento da fosforilagdo oxidativa, embora
fundamental para o metabolismo energético, pode induzir o vazamento de elétrons na
mitocdndria e gerar ROS em excesso, o que resulta em danos celulares. Nesse contexto, a
ativacdo do NRF2 se mostra crucial para controlar a producdo de ROS, regulando proteinas
como a desacopladora 3 (UCP3), que desacopla a fosforilagao oxidativa da respiracao
mitocondrial, permitindo que a energia seja dissipada como calor e, assim, diminuindo a
formacao de superoxido (ANEDDA et al., 2013).

Em termos de modulagao imunolégica, o NRF2 também exerce efeitos significativos.

Sua expressdo € detectada em diversas células do sistema imunoldgico, incluindo
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monacitos, neutrofilos, células T e B, com niveis particularmente elevados em mondcitos e
microglia no cérebro (BAGGER et al., 2016; ZHANG et al., 2014). O NRF2 tem um papel
importante na regulacdo da inflamac&o, um processo fundamental para a resposta
imunolégica e para a defesa contra infecgcdes e lesbes. A inflamacdo descontrolada,
mediada pela producdo excessiva de ROS, pode levar a condi¢des patoldgicas crénicas,
como diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (CUADRADO et al., 2019). Nesse
contexto, o NRF2 se destaca como um regulador anti-inflamatério, inibindo a transcricao de
genes pro-inflamatérios e a atividade da via de sinalizacado NF-kB (HE et al., 2020).

Estudos também sugerem que a ativagdo do NRF2 pode ser benéfica no combate
ao cancer, ja que em células tumorais, a ativagao do NRF2 induz a expressao de IL-17D,
que recruta células NK, promovendo uma resposta imunoldgica antitumoral. No entanto, a
ativacao de NRF2 em células T pode inibir a ativacao e diferenciagao dessas células, o que
implica em um efeito regulador que pode ser benéfico ou prejudicial, dependendo do
contexto imunologico (SADDAWI-KONEFKA et al., 2016).

Por fim, € importante destacar que o estresse oxidativo, gerado por atividades como
o exercicio fisico, pode ativar a via do NRF2 e promover adaptagdes celulares. Estudos
indicam que o exercicio fisico agudo aumenta os niveis de proteina NRF2, embora essa
resposta seja atenuada com o envelhecimento, o que pode contribuir para a maior
suscetibilidade a doencas e a fraqueza muscular observada na velhice. Portanto, o NRF2
desempenha um papel fundamental na regulagdo do metabolismo celular e na resposta ao
estresse, sendo uma chave potencial para terapias que visem controlar a inflamacao, o
metabolismo e as doencgas relacionadas ao envelhecimento (CAMERA et al.,, 2016;
POWERS e JACKSON, 2008; DONE et al., 2016).

2.3. PAPEL DA NRF2 EM DOENCAS E DESTOXIFICACAO DE DROGAS

A via de sinalizacdo NRF2-Keap1 desempenha um papel fundamental na defesa
celular contra o estresse oxidativo, sendo crucial para a manutengcdo da homeostase e
protecdo contra uma variedade de doencas (VOLONTE et al.,, 2013). No entanto, o
comportamento dessa via em diferentes contextos patolégicos, como envelhecimento,
cancer e doencgas cronicas, é paradoxal e complexa, exigindo uma analise cuidadosa de
seus efeitos terapéuticos e potencialmente prejudiciais (KOMBAIRAJU et al., 2014; HE et
al., 2020; WANG et al., 2008). No contexto do envelhecimento, a inibicdo da via NRF2 tem
sido associada a sarcopenia, uma condi¢cado caracterizada pela perda de massa e fungao
muscular, comum em idosos.

A via NRF2 também tem um papel crucial na regeneragdo muscular apds lesées.

Estudos em camundongos, deficientes em disferlina, uma proteina associada a distrofia
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muscular, demonstraram que a delecdo do gene de NRF2 resulta em um aumento
significativo de ROS e em disturbios funcionais e histopatologicos no tecido muscular
(KOMBAIRAJU et al., 2014). Esses achados reforgam que a ativagao de NRF2 é essencial
para a resposta celular ao estresse oxidativo e para a regeneragéo do musculo esquelético
(KOMBAIRAJU et al., 2014). Por outro lado, em células tumorais, a ativagao constitutiva de
NRF2 esta associada a resisténcia a quimioterapicos e a promogao do crescimento tumoral.
Mutagdo no gene Keap1, que regula a interagdo entre NRF2 e Keap1, € uma caracteristica
comum em varios tipos de cancer, como o carcinoma de pulm&o, resultando em ativagao
descontrolada de NRF2. Esse processo proporciona uma vantagem competitiva para as
células tumorais, permitindo-lhes tolerar niveis elevados de ROS, além de promover um
metabolismo favoravel ao crescimento celular, conhecido como efeito Warburg (HE et al.,
2020; WANG et al., 2008). A ativagao da glicdlise aerdbica e a inducao do transportador de
glicose GLUT1 sdo caracteristicas desse fenbmeno, que permitem as células tumorais
crescerem com menos eficiéncia, mas de forma mais sustentada (HE et al., 2020). Esse
fendbmeno, denominado "lado negro" da via NRF2 (KOMATSU et al., 2010; LAU et al.,,
2010), combinado com a ativagdo do metabolismo anaerébico, torna os tumores mais
agressivos e menos responsivos ao tratamento, reforcando a necessidade de estratégias
terapéuticas que modulem cuidadosamente a via NRF2 para evitar efeitos adversos (HE et
al., 2020; KOMATSU et al., 2010).

Mutacbes ativadoras no gene de NRF2, juntamente com mutacgdes de perda de
funcdo em Keap1 e Cul3, ocorrem frequentemente em cancer de pulmao (PADMANABHAN
et al., 2006), figado (EICHENMULLER et al., 2014), ovario (KONSTANTINOPOULOS et al.,
2011), cabega e pescoco, rim (OOl et al., 2013), mama (NIOl e NGUYEN., 2007) e esbfago
(TAGUCHI e YAMAMOTO, 2017). Cerca de 600 mutagdes somaticas no gene NFE2L2
foram relatadas em diversos tipos de cancer (GAO et al., 2017). A maioria dessas mutagdes
afeta os motivos DLG e ETGE e abole a interagdo de NRF2 com Keap1, resultando na
estabilizacdo de NRF2 e ativagao constitutiva. Em geral, a ativagdo de NRF2 é um indicador
prognostico adverso (ZEHIR et al., 2017).

Além do cancer, a via NRF2 também tem sido investigada em varias doencas
cronicas, como o diabetes tipo | e I, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. No
diabetes, o0 aumento do estresse oxidativo € uma caracteristica comum, contribuindo para a
disfuncao celular e alteragbes metabdlicas. A ativacao de NRF2 por compostos como SF
(isotiocianato) e CDDO-Me (triterpenoide sintético) demonstrou reduzir o dano oxidativo e
melhorar a funcdo renal em modelos experimentais de diabetes tipo | induzido por
estreptozotocina (SCHULZE-TOPPHOFF et al., 2016; ZHENG et al., 2011). Além disso,
compostos como o CDDO-Im, CDDO-Me e curcumina melhoraram a sensibilidade a insulina

e a tolerancia a glicose em modelos de diabetes induzido por dieta rica em gordura
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(URUNO et al., 2013; YU et al., 2011; SAHA et al., 2010). No entanto, assim como em
outras condigbes, a ativacao cronica de NRF2 pode ser prejudicial, promovendo estresse
redutor e alterando o metabolismo celular de maneira adversa, o que pode agravar a
progressao de doencgas cardiovasculares e renais (ZHANG et al., 2013).

Em doencgas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, a via NRF2 também
apresenta um papel duplo. A ativacdo de NRF2 nas fases iniciais dessas doencgas pode
ajudar a proteger as células do dano causado pelo estresse oxidativo, enquanto, em
estagios mais avangados, a capacidade de resposta dessa via diminui. Por exemplo, a
expressao de NRF2 e seus genes alvo, como NQO1 e HMOX1, é frequentemente reduzida
em cérebros de pacientes com Alzheimer (NAMANI et al., 2014; CORENBLUM et al., 2016),
enquanto em pacientes com Parkinson, esses genes sao frequentemente elevados,
indicando uma resposta de defesa contra o estresse oxidativo nas células da substancia
negra (ZHANG et al., 2015). Esses dados sugerem que a modulacdo de NRF2 pode ser
benéfica nas fases iniciais, mas sua eficacia pode diminuir com a progressdo das doengas
neurodegenerativas.

Em doencas cardiovasculares, como a insuficiéncia cardiaca, a ativacao
farmacolégica de NRF2 demonstrou efeitos protetores contra o estresse oxidativo e a
inflamacdo. Compostos como o resveratrol, acido a-lipoico e CDDO-Me mostraram
beneficios em modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca, ajudando a melhorar a
funcdo cardiaca e a proteger contra danos celulares (ZHANG et al., 2013). Contudo, a
ativacao prolongada de NRF2 pode resultar em estresse redutor, 0 que pode agravar a
progressao de doencgas cardiovasculares, especialmente quando a via é ativada de forma
desregulada e crbnica (ZHOU et al., 2014).

Similarmente, em doencas hepaticas crbnicas, como a doenga hepatica gordurosa
nao alcodlica, a ativagdo de NRF2 demonstrou efeitos protetores. Compostos como o
CDDO-Me foram capazes de proteger contra a lesdo hepatica induzida por drogas e reduzir
0 acumulo de lipidios no figado, enquanto o CDDO-Im demonstrou beneficios em modelos
de lesdes hepaticas (NEZU et al., 2017). Esses achados reforcam o papel de NRF2 na
protecdo contra o estresse oxidativo e na reducédo da inflamagao crénica, caracteristicas
dessas condicdes. No entanto, a ativagcdo excessiva da via pode resultar em efeitos
metabdlicos adversos, levando ao agravamento das condi¢cdes hepaticas a longo prazo
(RAJASEKARAN et al.,2011).

Em resumo, a via NRF2 é um regulador essencial na resposta ao estresse oxidativo
e na protecdo celular, com efeitos fundamentais na manutencdo da homeostase e no
controle de varias condi¢cbes patoldgicas. No entanto, seu papel € ambivalente, com
implicagbes tanto benéficas quanto prejudiciais, dependendo do contexto e do estagio da

doenca. Embora a ativacdo de NRF2 tenha mostrado grande potencial terapéutico em
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doencas cronicas e na quimioprevencado, sua modulacdo deve ser cuidadosamente
controlada, especialmente no céncer, onde a ativagao desregulada da via pode impulsionar
a progressao tumoral. Portanto, uma abordagem terapéutica que leve em consideracéo a
temporalidade e o contexto da ativacdo de NRF2 sera crucial para o sucesso no tratamento
de diversas doencas (HE et al., 2020; KOMATSU et al., 2010).

2.3.1. Tratamentos usando moduladores de NRF2

O papel do NRF2 na modulagao do estresse oxidativo e inflamacao posiciona este
fator de transcricdo como um alvo terapéutico relevante para diversas condicbes, como
distrofias musculares, doencas neurodegenerativas e cancer. Pesquisas revelam que a
ativacdo do NRF2 com doses terapéuticas de sulforafano melhora o desempenho muscular
e atenua a inflamagao nos musculos de camundongos mdx ao inibir a via NF-kB de forma
dependente de NRF2, o que reduz a expressao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q,
interleucina-1f e interleucina-6 (SUN et al., 2015). Este efeito é particularmente significativo
para disturbios musculares, onde o controle da inflamacdo pode amenizar o processo
degenerativo.

Na esfera das doengas neurodegenerativas, ativadores farmacolégicos de NRF2,
como a bardoxolona-metilamida (CDDO-MA), mostraram-se promissores na melhoria de
déficits de memoéria e na diminui¢cdo da formacao de placas amiloides-f em camundongos
com doenga de Alzheimer (SARLETTE et al., 2008). Outros compostos naturais, como
puerarina, orientina e baicalina, também foram efetivos na redugdo de fendtipos
neurodegenerativos em modelos de doenca de Alzheimer (ZHOU et al., 2014; ZHANG et
al.,, 2015; YU et al., 2015). Além disso, o composto D3T e os triterpenoides CDDO-EA e
TFEA protegeram camundongos selvagens contra a doenca de Parkinson induzida por
MPTP, efeito ausente em camundongos NRF2-/- (CHEN et al., 2015; BURTON et al., 2006).
Entre esses ativadores, o dimetil fumarato (DMF) é o Unico que avangou para ensaios
clinicos de fase lll para tratamento de esclerose multipla (EM), embora compostos como
sulforafano e CDDO-TFEA tenham reduzido os fendétipos de EM em modelos murinos
(KAIDERY et al., 2013; LI et al., 2013). Curiosamente, o DMF recebeu aprovagao da FDA
para tratar EM, apesar de ndo ser o ativador mais potente de NRF2, possivelmente por
apresentar efeitos imunomoduladores independentes de NRF2 (LIU et al., 2014).

Para o cancer, o NRF2 apresenta um dilema terapéutico, pois sua ativacéo crbénica
pode sustentar a resisténcia tumoral e o crescimento celular. Entretanto, ativadores de
NRF2 sao investigados como agentes preventivos contra carcinogénese, uma vez que sua
ativacdo modula a destoxificagdo de carcinbgenos e protege tecidos saudaveis,

especialmente o figado. Compostos redox-ativos, como o sulforafano (encontrado em
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vegetais cruciferos), protegem contra varios tipos de cancer em camundongos, incluindo
cancer de pulmao, pancreatico e de pele (JARAMILLO et al., 2013). Oltipraz, um ativador
sintético, também demonstrou inibir a formagdo de tumores em modelos de roedores, e o
DMF apresenta potencial na prevencao de canceres, embora sua atividade especifica seja
controversa devido a falta de seletividade exclusiva para NRF2 (CUADRADO et al., 2019;
ZARO et al., 2019).

Na tentativa de inibir NRF2 para o tratamento de tumores dependentes deste fator,
foram identificados diversos compostos. O brusatol, um quassinoide natural, foi o primeiro
inibidor de NRF2 descoberto e sensibiliza células cancerigenas para agentes
quimioterapicos ao reduzir os niveis de NRF2 e de genes-alvo relacionados (REN et al.,
2011). Embora brusatol atue como um inibidor global de tradugéo, ele se mantém como
uma ferramenta valiosa para estudar os efeitos da inibicdo de NRF2 na
quimiossensibilizacdo (VARTANIAN et al., 2016; HARDER et al., 2017). Outros inibidores
incluem o AEM1, de mecanismo de acdo desconhecido, e o ML385, que bloqueia a
dimerizacdo de NRF2 com MAFG e, consequentemente, sua ligagdo ao ARE (TSUCHIDA
et al., 2017; BOLLONG et al., 2015). Este ultimo se destaca por inibir tanto a transcri¢cao
quanto a traducdo de NRF2, embora o modo preciso desta regulacdo exija mais
investigacdes. Produtos naturais como trigonelina, malabaricone A e wogonina também sao
inibidores potenciais de NRF2, embora com mecanismos de agao pouco definidos (SINGH
et al.,2016; MANNA et al., 2015; LIMONCIEL et al.,2014).

A inibicdo do NRF2 através de outros alvos moleculares também tem se mostrado
eficaz em modelos pré-clinicos. Por exemplo, agonistas do receptor de acido retindico,
como o acido all-trans-retinoico (ATRA), inibem NRF2 ao formar complexos inativos com o
receptor nuclear RARa (ZHONG et al., 2013). Outro exemplo é o flavonoide luteolina, que
sensibiliza células cancerigenas para quimioterapia ao aumentar a degradagcdao do mRNA
de NRF2, embora também ative a via NRF2-HO-1 em certos tipos celulares (ZUO et al.,
2018; SONG e PARK, 2014). A halofuginona, um alcaloide da medicina tradicional chinesa,
também atua como um inibidor ndo especifico do NRF2, aumentando a eficacia de agentes
anticancer como cisplatina e doxorrubicina (TSUCHIDA et al., 2017).

Considerando efeitos duais de NRF2, que pode tanto proteger contra doengas
degenerativas quanto promover resisténcia em células cancerigenas, as estratégias

terapéuticas devem ser meticulosamente adaptadas ao contexto.

24. PLATAFORMAS PARA BUSCAR MODULADORES DE NRF2
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A via NRF2 é um alvo terapéutico crucial para o tratamento de doengas como cancer

e condicbes associadas ao estresse oxidativo, mas as plataformas atualmente disponiveis

para a triagem de moduladores da via apresentam limitagbes significativas. Algumas

abordagens emergentes incluem:

Triagem Virtual e Modelagem Baseada em Farmacéforo: Essa estratégia
envolve a criagdo de modelos baseados nas interagdes entre Keap1 e NRF2.
Usando grandes bancos de dados moleculares, compostos com alta
afinidade para o dominio Kelch do Keap1 podem ser identificados. Estudos
demonstram a eficacia de ferramentas computacionais, como docking
molecular e simulagdes de dindmica molecular, na triagem de moduladores
potenciais (ALZAIN et al., 2023 e LEUNG et al., 2019) . Usando esta
abordagem, foram analisados 270.540 compostos do banco de dados de
produtos naturais ZINC, tendo como resultado 3 compostos, denominados:
ZINC000002123788, ZINC000002111341 e ZINC000002125904,
potencialmente inibidores da ligagdo Keap1-NRF2 (ALZAIN et al., 2023);
Sulforafano também foi caracterizado através dessa abordagem.
Plataformas de High-Throughput Screening (HTS): Ensaios
automatizados que permitem a analise de milhares de compostos
simultaneamente. Esses métodos podem identificar moléculas que modulam
a interacdo Keap1-NRF2, utilizando sinais fluorescentes ou luminescentes
para monitorar a atividade do NRF2 em tempo real. Bardoxolona Metila e
Fumarato de dimetila foram identificados a partir desta abordagem (ABED et
al., 2015).

Ensaios Baseados em Biossensores: Tecnologias como sensores 6pticos
sdo Uteis para avaliar interagdes de proteinas, como Keap1-NRF2, em tempo
real. Essas ferramentas fornecem uma leitura quantitativa da afinidade entre
moduladores e o complexo alvo. Usando esta abordagem, foram
caracterizados 0s seguintes ativadores e inibidores de NRF2: Usando esta
abordagem, foram caracterizados os seguintes ativadores e inibidores de
NRF2: Trigonelina e Apigenina (BAIRD et al., 2013).

Abordagens Baseadas em Células: Sistemas celulares geneticamente
modificados que reportam a ativacdo do NRF2 permitem o monitoramento
direto da inducao de genes dependentes de NRF2, como HO-1 e NQO1.
Esses métodos tém sido combinados com tecnologias de edigdo génica,
como CRISPR, para melhorar a precisédo dos ensaios. Usando esta
abordagem, foram caracterizados os seguintes ativadores e inibidores de
NRF2: Tert-butil-hidroquinona (tBHQ) e Curcumina (WANG et al., 2021).
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Métodos computacionais, como triagens virtuais e modelagem molecular, séo uteis
para prever interacdes tedricas, mas falham em fornecer dados funcionais in vitro ou in vivo,
resultando em candidatos que muitas vezes n&o se traduzem em eficacia biolégica pratica.
Esses sistemas dependem fortemente da precisdo de modelos estruturais, tornando-os
vulneraveis a erros nos parametros preditivos.

As plataformas de triagem de alta capacidade (HTS), embora possibilitem o
processamento em larga escala, geralmente enfrentam desafios como altos custos
operacionais e taxas significativas de falsos positivos ou negativos, devido a falta de
validacdo funcional robusta. Biossensores, que fornecem dados em tempo real,
frequentemente carecem de especificidade para a via NRF2, limitando sua utilidade para
identificar moduladores especificos dessa cascata sinalizadora.

Por outro lado, ensaios com células geneticamente modificadas podem sofrer
problemas de adaptabilidade a diferentes tipos celulares.

Apesar das abordagens existentes, a criacdo de novas plataformas analiticas
oferece vantagens significativas. Uma plataforma que combine dois métodos
complementares, como a analise de gene repérter luciferase para triagem inicial de
compostos moduladores e qPCR para validagcdo de candidatos, representaria um avanco
significativo na precisao e confiabilidade dos testes. Essa combinagao permite uma triagem
de alto rendimento aliada a validagdo robusta de compostos promissores, acelerando a
identificacdo de moduladores eficazes da via NRF2, tanto ativadores quanto inibidores, para

aplicagbes terapéuticas.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. REAGENTES

Para cultura celular, Dulbecco’s Modiefied Eagle’s Medium (DMEM) alta glucose,
tripsina-EDTA 0.05%, soro fetal bovino (SFB), penicilina-estreptomicina foram adquiridos da
empresa Gibco Life Technologies.

Para transfeccao, opti-MEM e puromicina, foram adquiridos da empresa Gibco Life
Technologies. O plasmideo pGL4.22-ARE-mGST [luc2CP/Puro] (Figura 5), que codifica a
sequéncia ARE da enzima glutationa S-transferase de camundongo (mGST)
AGCTTGGAAATGACATTGCTAATGGTGACAA upstream ao gene da luciferase de Photinus
pyralis (Wondrak et al., 2008) foi doado pela Dra. Donna Zhang (Universidade do Arizona,
Tucson, EUA). O plasmideo em questdo também contém um marcador selecionavel em

células de mamiferos para resisténcia a puromicina.



33

FIGURA 5 - MAPA DO VETOR pGL4.22-ARE-mGST [luc2CP/Puro]
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Antes de iniciar o projeto, foi avaliada a sequéncia do vetor. Apdés reagdo de
sequenciamento, foi verificado que a sequéncia ARE esta corretamente localizada no sitio
de policlonagem, entre os sitios de Sacl e Bglll. Contudo, sequéncias nao identificadas
foram detectadas imediatamente antes da sequencia ARE e apos o sitio de Bglll. Toda esta
sequéncia, incluida a ARE esta localizada upstream da sequéncia do gene da luciferase de
Vaga-lume (Photinus pyralis):

ACATTTCTCTGGCCTAACTGGCC GAGCTCTTACGCGTTAGCTTGGCAAATCACAT
TGCTAATGGTCACAAAGCAACTTT A CATCTGATATCATCGATGAATTCGGGCTATAAAAGG
GGGTGGGGGGAGCTCGGCCCTCATTCTGGAGACGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAG
GCATGCAAGCTTGGCAATCCGGTACTGTTGGTAAAGCCACCATGGAAGATGCCAAAAAC
ATTAAGAAGGGCCCAGCGCCATTCTACCCACTCGAAGACGGGACCGCCGGCGAGCAGC
TGCACAAAGCCATGAAGCGCTACGCCCTGGTGCCCGGCACCATCGCCTTTACCGACGC
ACATATCGAGGTGGACATTACCTACGCCGAGTACTTCGAGATGAGCGTTCGGCTGGCAG
AAGCTATGAAGCGCTATGGGCTGAATACAAACCATCGGATCGTGGTGTGCAGCGAGAAT
AGCTTGCAGTTCTTCATGCCCGTGTTGGGTGCCCTGTTCATCGGTGTGGCTGTGGCCC
CAGCTAACGACATCTACAACGAGCGCGAGCTGCTGAACAGCATGGGCATCAGCCAGCC
CACCGTCGTATTCGTGAGCAAGAAAGGGCTGCAAAAGATCCTCAACGTGCAAAAGAAG
CTACCGATCATACAAAAGATCATCATCATGGATAGCAAGACCGACTACCAGGGCTTCCAA
AGCATGTACACCTTCGTGACTTCCCATTTGCCACCCGGCTTCAACGAGTACGACTTCGT
GCCCGA
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Nota: Em laranja, sequéncia Pnl; Em azul, sequéncia Bglll; Em vermelho, inicio do gene da Luciferase,
cuja qual esta inserida dentro da sequéncia Kozak (grifado em amarelo). Por fim, sequéncia grifada em rosa, a

sequéncia ARE de mGST e em cinza, uma sequéncia nio identificada.

Para tratamentos com moduladores comerciais foram utilizados sulforafano da
empresa CAYMAN Chemical Company e trigonelina da Sigma-Aldrich.

Para o ensaio de luminescéncia foi utilizado o kit Dual-Luciferase Reporter Assay
System E1910 da Promega.

Os anticorpos utilizados para imunofluorescéncia e western blotting foram anti-rabbit
Alexa Fluor 488 (ThermoFisher Scientific, #A11078), anti-mouse HRP (Sigma, #4416),
anti-rabbit HRP (Sigma #A0545), anti-B-tubulina (SANTA CRUZ, #SC-55529), anti-NRF2
(MA5-42371, Thermo Fisher scientific), anti-luciferase (Promega, #G745A).

Para analise por RT-gPCR, etanol, isopropanol e cloroférmio foram obtidos da
empresa Neon Comercial. Trizol, kit SuperScript IV First — Strand cDNA Synthesis Reaction
e SYBRGreen da empresa Qiagen.

Para os demais ensaios, foram usados: Marcador de massa molecular pré-corado
(Thermo Scientific - PageRuler™ Prestained Protein Ladder (#26616), substrato altamente
sensivel (SuperSignal West Dura, Pierce), membrana de nitrocelulose (Cytiva), reagente de
Bradford, leite em p6 desnatado da empresa Bio-Rad, formaldeido da empresa Neo,
albumina de soro bovino (BSA) adquirida da empresa Inlab, saponina, 4’, -6

diamidino-2-fenil indol (DAPI) e glicina foram adquiridos da empresa Sigma Aldrich.

3.2. CULTIVO CELULAR

Em todos os experimentos descritos neste relatério, foram utilizadas células da
linhagem de carcinoma cervical humano Hela, cultivadas em condi¢gbes controladas de
37°C e 5% de dioxido de carbono (CO:). O meio de cultivo utilizado foi DMEM de alta
glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de
penicilina/estreptomicina para garantir a manutencao das condigdes ideais de crescimento
celular.

Para as linhagens estaveis, o antibidtico puromicina foi adicionado ao meio de
cultura como agente seletivo, assegurando a manutengdo de células transfectadas e

eliminando aquelas nao transfectadas.
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3.3. LINHAGEM ESTAVEL

3.3.1. Curva de antibidtico

O primeiro passo para estabelecer uma linhagem celular estavelmente transfectada
€ determinar a concentracdo ideal do antibiético a ser utilizado para selecionar os clones
celulares transfectados com o vetor de interesse. Essa concentracdo varia conforme o tipo
de célula utilizado. Para isso, realiza-se uma curva de mortalidade, um experimento de
dose-resposta no qual as células sao expostas a concentragdes crescentes do antibiético. O
objetivo € identificar a menor concentracdo necessaria para eliminar completamente as
células em um periodo de uma semana.

No experimento, células foram plaqueadas em densidades de 7x10% e 1x10* células
por poco, em placas de 96 pocos, em duplicata. Apds aproximadamente 24 horas de
adesdo, momento em que atingiram cerca de 70% de confluéncia, o meio foi trocado por
meio fresco contendo diferentes concentragdes de puromicina: 0, 0,01, 0,05, 0,08, 0,10,
0,15, 0,18, 0,20 e 0,30 pg/mL. O tratamento foi mantido por 7 dias, com troca do meio
contendo antibidtico a cada 72 horas.

A analise visual das células foi realizada diariamente, com registro fotografico. A
determinagéo das doses foi baseada nos seguintes critérios (Mirus Bio, 2023):

e Baixa dose: menor concentragdo de antibiotico que resulta em toxicidade minima
visivel mesmo apos 7 dias de tratamento.

e Dose ideal: menor concentragdo de antibidtico capaz de eliminar todas as células
em uma semana.

e Alta dose: concentragdo em que a toxicidade visivel é evidente dentro dos primeiros

2 a 3 dias de tratamento.

Esse procedimento é essencial para garantir a eficacia e a reprodutibilidade no

estabelecimento de linhagens celulares estaveis.

3.3.2. Transfecgao

Células Hela foram plaqueadas (4x10°) em placa de 6 pogos um dia antes do
ensaio. Apds aderéncia de 24 horas, foi realizada a transfeccao em 4 dos pogos, usando
um mix contendo 2 ug de plasmideo com polietilenimina (PEI), polimero que condensa o
DNA em pequenas particulas que serdo endocitadas, seguindo a propor¢ao 1 ug de
plasmideo:3 ug de PEI e 500 pL de opti-MEM. O mix foi vortexado e deixado sob repouso
por 15 minutos. Apds este tempo, foi gotejado sobre a placa contendo 1,5ml de meio
completo. No dia seguinte o meio foi aspirado, as células lavadas 2 vezes com PBS a 37°C

€ novo meio completo adicionado as placas.
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3.3.3. Selegéao

No experimento, os pocos foram organizados de forma a permitir a comparacgao
entre condi¢cbes transfectadas e néo transfectadas. Dois pogos com Hela nao transfectada
foram designados como controles: o primeiro foi incubado apenas com meio completo,
enquanto o segundo recebeu meio suplementado com o antibidtico seletivo puromicina. Os
outros quatro pogos, contendo células transfectadas, foram organizados em duplicatas. A
primeira duplicata foi mantida apenas em meio completo, enquanto a segunda duplicata foi
tratada com o antibiético seletivo na concentracdo determinada pela curva de mortalidade

para promover a selecao das células transfectadas (Figura 6).

FIGURA 6 - PLAQUEAMENTO COM MAPA DE TRATAMENTO PARA LINHAGEM ESTAVEL
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Nota: Auséncia de plasmideo (-GST), presenca de plasmideo (+GST), auséncia de antibiético
puromicina (- Puro), presenga de puromicina (+ Puro).
FONTE: A autora (2024)

Quarenta e oito horas apds a transfeccao, as células foram incubadas em meio
DMEM de alta glicose, suplementado ou ndo com puromicina na concentracao ideal de 0,1
pMg/mL. As células foram lavadas regularmente, e o meio contendo antibiético foi renovado a
cada 72 horas durante os primeiros 9 dias pds-transfeccdo. Apds esse periodo inicial, o
meio foi trocado duas vezes por semana, até que as placas de interesse apresentassem

alta confluéncia celular.

3.3.4. [Expanséao

Apods alcancarem alta confluéncia, os pogos contendo células transfectadas e
selecionadas foram denominados POLI 1 e POLI 2, em referéncia a natureza policlonal
dessas populacdes celulares. As linhagens resultantes passaram por sucessivas etapas de
expansao, sempre com meio de cultura suplementado com 0,1 pg/mL de puromicina.

Inicialmente elas foram transferidas para placas de 60 mm e, em seguida, para placas de
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100 mm. Esse processo de expansao teve como objetivo gerar uma quantidade suficiente
de células para o armazenamento. Por fim, foram obtidos 14 criotubos (vials) de cada
linhagem (POLI), as quais foram devidamente congelados em nitrogénio liquido para

assegurar sua preservacgao a longo prazo.

3.4. TRATAMENTO COM MODULADORES COMERCIAIS

Os moduladores comerciais utilizados nos experimentos foram o sulforafano e a
trigonelina. O sulforafano foi empregado em uma concentragdo de 5 yM, com dois tempos
de incubacao estabelecidos para o tratamento: 8 e 16 horas, baseados em estudos prévios
realizados pelo grupo. Por sua vez, a trigonelina foi testada em concentragdes crescentes
de 0, 50, 100, 150 e 200 uM, faixa de concentragbes descrita em trabalhos anteriores
(Fouzder et al.,, 2021; Qin et al., 2017). Apds os testes iniciais, foi determinada a
concentracao de 150 yM como padrao para os ensaios subsequentes.

A trigonelina demonstrou um tempo de resposta aproximado de 36 horas. Por essa
razao, os experimentos posteriores com sulforafano empregaram o intervalo de 36 horas, a
fim de padronizar o tempo de exposicéo entre os dois moduladores e garantir consisténcia

nos ensaios realizados com a plataforma.

3.5. ENSAIO DE GENE REPORTER
3.5.1.  Obtengao dos lisados de poli 1 e poli 2

As células POLI foram plaqueadas (5 x10°) em placas de 35 mm. No dia seguinte,
foram tratadas como descrito em 3.4. Apds os tratamentos, elas foram lavadas 2 vezes com
PBS e lisadas com o tampéao “passive lysis buffer’ do kit da Promega (Dual-Luciferase
Reporter Assay System. E1910), previamente diluido 1:4 em agua miliQ. Foram adicionados
em cada placa de 35mm, 250 pL da solucao diluida do tampao de lise e utilizou-se cell
scraper para raspar as células. As células coletadas foram transferidas para um microtubo e
deixadas em gelo por 30 minutos. Foram entdo centrifugadas a 12.000g, por 12 minutos a

4°C. O lisado (sobrenadante) foi transferido para outro microtubo e o pellet descartado.

3.5.2. Luminescéncia

Os lisados celulares em tampao de lise passiva (Promega) foram analisados quanto
a atividade da enzima luciferase por luminescéncia em leitor de microplacas (Tecan RChisto
Infinite M200). Para esta determinacdo, foram utiizados 100 pL de Luciferase Assay
Reagente Il (LAR Il) do kit Dual-Luciferase Reporter Assay System E1910) e 20 pL de
amostra. Apds o preparo da mistura reacional, a luminescéncia foi determinada

imediatamente nas seguintes condigdes: intervalos de 0, 30 e 60 seg, a 25°C. O resultado
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da luminescéncia foi ainda dividido pela concentracdo proteica obtida através do resultado

da absorbéancia da amostra.

3.5.2.1. Analise estatistica

As médias £ D.P. de valores experimentais de 3-5 experimentos independentes
serdo utilizadas. As andlises estatisticas foram realizadas usando testes one-way ANOVA,
feitos no software GraphPad, com base nas médias de luminescéncia normalizadas pela

concentragao proteica para cada grupo de tratamento.

3.6. BRADFORD

A quantificagdo das proteinas totais foi realizada utilizando o método de Bradford. O
reagente de Bradford foi preparado em uma diluicdo de 1:4 com agua ultrapura (Milli-Q). Em
uma placa de 96 pocgos, foram adicionados 120 pyL do reagente diluido e 1 yL do extrato
celular para cada amostra, em duplicata. Para a construcdo da curva padrao, foram
utilizados 0-5 pL de albumina bovina (BSA), pipetados de uma solucdo 0,94 ug/ul. A
absorbancia das amostras foi medida em 595 nm em leitor de microplacas, permitindo a

determinacao da concentragao proteica com base na comparagao com a curva padrao.

3.7. WESTERN BLOTTING

Apo6s a quantificagdo das proteinas, aliquotas de 30 pg de proteina foram misturadas
com tampao de amostra redutor, aquecidas a 90°C por 10 minutos e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida. Posteriormente, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose utilizando o sistema semidry (Pharmacia Biotech Nova Blot)
em tampéao de transferéncia (39 mM de glicina, 48 mM de Tris, 0,04% de SDS e 20% de
metanol), sob corrente constante de 1 mA/cm? durante 1 hora.

As membranas foram lavadas cinco vezes com tampao TBST (Tris-buffered saline
com 0,02% Tween 20), cada lavagem durando 5 minutos. As membranas foram bloqueadas
com uma solucdo de 3% de leite desnatado por 20 minutos a temperatura ambiente em
gangorra a velocidade média. Apdés o bloqueio, as membranas foram lavadas 5 vezes
novamente, por 5 minutos cada e incubadas com anticorpos primarios anti-NRF2 (1:1000)
ou anti-B-tubulina (1:1000), diluidos em 3% de leite desnatado, overnight a 4°C sob agitagao
constante. Apés a incubacéo, realizaram-se cinco lavagens subsequentes com TBST, e as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios anti-rabbit 1gG (1:10000) ou
anti-mouse IgG (1:5000), diluidos em leite desnatado a 3%, durante 1 hora a temperatura

ambiente.
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Apoés a incubagdo com os anticorpos secundarios, as membranas foram novamente
lavadas cinco vezes com TBST, com 5 minutos para cada lavagem, e submetidas ao
processo de revelagdao. As reacbes foram desenvolvidas utilizando substrato ECL,
altamente sensivel (SuperSignal West Dura). As bandas de proteinas foram detectadas em

equipamento fotodocumentador GE.

3.8. IMUNOFLUORESCENCIA

Células HelLa, POLI 1 e POLI 2 foram semeadas em laminulas de 13 mm de
didametro, posicionadas em placas de 24 pogos, utilizando uma densidade de 4 x 10* células
por pogco, em meio completo. As células foram incubadas overnight para adesdo. O
experimento foi dividido em trés grupos: o primeiro consistiu de um pogo contendo células
Hela parentais, o segundo grupo incluiu quatro pogos com células POLI 1 e o ultimo incluiu
4 pocos de células POLI 2. No dia seguinte foram lavadas duas vezes com PBS e 4 pogos
(2 pogos de POLI 1 e 2 pogos de POLI 2) foram incubados com 5 yM de sulforafano por 16
horas em 37 °C em meio completo, enquanto os demais pocos foram incubados somente
com meio completo. Apds 3 lavagens com PBS, foram fixadas com 2% formaldeido por 20
minutos e os grupos aldeidos bloqueados com 125 mM glicina por 10 minutos. O bloqueio e
permeabilizagao foi feito com 1% BSA e 0.1% de saponina, respectivamente, ambos em
PBS, por 20 minutos. Apds o bloqueio, foi realizada incubacado overnight com anticorpo
primario anti-luciferase (#G745A) 1:50 na solucao de bloqueio a 4°C. Esse bloqueio ocorreu
no pogo de HelLa parental em um dos pogos de POLI 1 sem tratamento e em um poco de
POLI 1 tratado anteriormente com sulforafano. O mesmo foi feito na POLI 2 (Figura 7). As
células foram lavadas 3 vezes de 5 minutos cada lavagem, com 0.1% de saponina em PBS
e incubadas com o anticorpo secundario anti-IgG de cabra Alexa Fluor 488, acoplado a um
fluoréforo (1:300), por 50 minutos na solugédo de bloqueio. Finalmente se realizaram 3
lavagens de 5 minutos, com PBS e a laminula foi mergulhada em agua milli Q e montada

com solugédo de DAPI — glicerol (1:1000 — 50% glicerol) para marcag¢ao de nucleo.
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FIGURA 7 - PLAQUEAMENTO COM MAPA DE TRATAMENTO PARA IMUNOFLUORESCENCIA
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FONTE: A autora (2024)

3.9. RT-gPCR

Para o ensaio de qPCR, células parentais foram plaqueadas em densidade de 5 x
10° células em trés placas de 35 mm de didmetro. No dia seguinte, duas das placas
receberam tratamento: uma foi exposta a sulforafano e a outra a trigonelina. Apds 36 horas
de incubagao, RNA total foi isolado para analise dos efeitos dos tratamentos nos niveis de

expressao génica de NRF2 e genes alvo da NRF2.

3.9.1. Extracdo de RNA

Para extracdo de RNA foi adicionado 1mL de Trizol em cada placa e estas foram
incubadas por 5 minutos. Apds a incubacéo, o lisado foi transferido para um microtubo de
1,5mL. Apds adicao de 250 uL de cloroférmio, a mistura foi homogeneizada por inversao e
incubada por 3 minutos. Os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos a
4°C. Apods separacao de fases, a fase superficial (aquosa) foi cuidadosamente transferida
para outros microtubos, nos quais também foram adicionados 500 uL de isopropanol e
novamente homogeneizado por inversdo. Apds 10 minutos de incubagao, os tubos foram
centrifugados a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C para formar pellet. O sobrenadante entao
foi removido e foi adicionado 1mL de etanol 75% aos tubos, sem desmanchar o pellet. Os
tubos foram novamente centrifugados, agora a 6.000 rpm, por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido e o pellet foi deixado secar em temperatura ambiente. O pellet

seco foi dissolvido em 50 pL de agua DPEC e armazenado em freezer -80°C.
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3.9.2.  Quantificagdo e controle de qualidade das amostras

As amostras foram quantificadas utilizando o equipamento Nanodrop, empregando o
software nativo do dispositivo para realizar as medigdes. A integridade do RNA isolado foi
avaliada em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio como corante fluorescente. Em
cada poco do gel, foram pipetados 2000 ng de RNA, e a eletroforese foi conduzida a uma
voltagem de 75 V por 1 hora. Apds a corrida, as bandas resultantes foram visualizadas e

analisadas utilizando um sistema de fotodocumentagao especifico para este tipo de ensaio.

3.9.3. Obtengao de cDNA por transcrigcao reversa (RT)

O RNA (cerca de 1 ug) foi convertido em cDNA em reacdo da transcriptase
reversa Superscript Il (Invitrogen). Para isso, 1 ug de RNA foi adicionado na mistura do kit,
contendo 2 pL de RT Buffer 10x, 0,8 uL de dNTP mix 25x, 2 uL de Random Primers, 1 uL
de Transcriptase e Agua DPEC para completar para 10 L de reacdo. Apds isso, a reacdo
foi colocada em termociclador. O protocolo segue 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5
minutos a 85°C e hold a 4°C.

3.9.4. gPCR

Os primers para o ensaio do PCR quantitativo (QPCR) foram desenhados
manualmente de forma que os amplicons tenham cerca de 100 bp (Quadro 1). Usou-se o
programa Oligoanalyzer da IDT para excluir primers que possam dimerizar ou formar
hairpin. A validacao de cada par de primers foi realizada como descrito (ALARTA, 2023).
Seréo avaliadas as expressdes dos genes alvo de NRF2: heme oxigenase 1 (HMOX1),
gama glutamil cisteina ligase (GCLM) e NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1)
(Quadro 1).

QUADRO 1 - PRIMERS UTILIZADOS PARA ANALISE DE gPCR

GENE FORWARD REVERSE AMPLICON
HMOX | 5-CCAGCAACAAAGTGCAAGATTC-3’' | 5-CCACCAGAAAGCTGAGTGTAAG-3’ 117 pb
NQO1 5-CAGCGGCTTTGAAGAAGAAAG-3’ 5-GGTCCTTCAGTTTACCTGTGAT-3’ 108 pb
GCLM 5-GGGCACAGGTAAAACCAA-3 5-CAGAAAGCAGTTCTTTTGG-3’ 135 pb

FONTE: A autora (2024)

O cDNA foi analisado quanto a expressdo relativa dos genes, em relagdo a
expressao de dois genes de expressao constitutiva (HPRT e GAPDH), utilizando um

termociclador StepOne (Appied Biosystem) e o reagente SYBR Green (Invitrogen).
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Nesta reacéo foi utilizado 1,5 pyL de cDNA + 3 pL de master mix do proprio kit e 5 uM
de cada primer (5 uM Forward + 5 uM Reverse) para cada reacao. Nas reagdes controle,
onde o primer ou a amostra ndo foram utilizados, agua, também do kit, foi utilizada no lugar.
As reacdes foram feitas em duplicatas.

A andlise dos dados obtidos pela RT-gPCR foi realizada por meio do método
2-AACt, pelo Excel, por planilha previamente estruturada pela professora Sheila Maria

Brochado Winnischofer do departamento de Bioquimica da UFPR.

4. RESULTADOS
4.1. OBTENGAO DE LINHAGEM ESTAVELMENTE TRANSFECTADA

Com o vetor confirmado, a préoxima etapa foi a determinacdo da concentracao
adequada do antibiético utilizado para a selegcao de clones celulares. O objetivo principal
desse procedimento € determinar a menor concentracdo do antibiético necessaria para
eliminar completamente as células n&o resistentes em um periodo de sete dias. Este ensaio
foi realizado com a células parental Hela.

Foram feitos registros fotograficos diarios das células Hela tratadas com diferentes

concentragdes de puromicina (Figura 8).
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FIGURA 8 - REGISTROS FOTOGRAFICOS DA CURVA DE MORTALIDADE, UTILIZANDO
CONCENTRAGCOES CRESCENTES DE ANTIBIOTICO EM HelLa
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Nota: Na concentracao de 0,05 ug/mL (primeira linha), houve um aumento progressivo na densidade
celular, com confluéncia total no 7° dia, indicando que essa concentragdo nao foi suficiente para
eliminar as células. Na concentracéo intermediaria de 0,1 pyg/mL (segunda linha), observou-se um
declinio gradual das células, culminando na auséncia de células no 7° dia, representando a dose
ideal para a selegéo. Por fim, na concentragdo de 0,3 ug/mL (terceira linha), os efeitos de toxicidade
foram evidentes ja no 3° dia, com a completa eliminagdo das células no 4° dia, indicando que essa
dose é excessivamente elevada para o experimento. Objetiva de 20x.
FONTE: A autora (2024)
Apos analise visual e do registro fotografico diario, chegou-se a conclusao abaixo de

determinacgao de doses:

e Dose baixa - 0,05 pg/ml de puromicina

e Dose ideal - 0,1ug/ml de puromicina

e Dose alta - 0,3 ug/ml de puromicina

Apods determinacdo de dose ideal, foi realizada a transfec¢do nas células Hela.
Ap6s 48 horas da transfecgéo, o antibiotico na concentragéo ideal foi adicionado ao meio de
dois pogos transfectados e 1 ndo transfectado. Onze dias apds a transfecgédo (9 dias de

puromicina) obtivemos a sele¢cado conforme Figura 9.

-G5T
+Puro

Nota: Resultado da transfecgédo e selecdo com puromicina em células HelLa apds 11 dias. O pogo
sem plasmideo e sem puromicina apresentou crescimento excessivo, com perda de células devido a
falta de espaco e auséncia de presséao seletiva. No pogo sem plasmideo e com puromicina, todas as
células foram eliminadas.

Os pogos com plasmideo, mas sem puromicina, demonstraram recuperagao apos perda inicial de
células, alcangando confluéncia total. Nos pogos com plasmideo e puromicina, houve perda
significativa de células pela presséo seletiva, mas ambos os pogos atingiram boa confluéncia; a POLI
2 apresentou menor densidade celular em comparagéo a POLI 1.

FONTE: A autora, 2024
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A anadlise das imagens revela o impacto do antibidtico seletivo, a eficiéncia da
transfeccdo, bem como a seletividade do antibiético na eliminacdo de células nao
transfectadas. O crescimento exagerado no pogo sem plasmideo e sem puromicina destaca
a auséncia de pressdo seletiva para manter populacbes celulares homogéneas. A
eliminagdo completa no poco sem plasmideo e com puromicina confirma a eficacia do
antibiotico na selecao, reforcando que células nao transfectadas ndo possuem resisténcia a
puromicina. Nos pog¢os com plasmideo e sem puromicina, o retorno a confluéncia sugere
que, apesar da perda inicial devido a transfeccao, as células mantém viabilidade. Por fim,
nos pogos com plasmideo e com puromicina, a pressao seletiva eliminou células nao
transfectadas, resultando em populagdes resistentes a puromicina, que seriam entao,
células transfectadas com o plasmideo. A diferenca de confluéncia entre POLI 1 e POLI 2
pode estar relacionada a variabilidades na eficiéncia da integragdo do plasmideo ou na
resposta ao antibidtico. Esses resultados reforcam a importancia da selecdo com
antibioticos para garantir a obtencdo de linhagens celulares estaveis e geneticamente
modificadas.

Apos selecdo, as linhagens POLI 1 e POLI 2 foram expandidas, mantendo a
puromicina (0,1 ug/mL) como agente seletor, demonstrando que obtivemos duas linhagens

viaveis contendo o plasmideo de interesse.

4.2. CARACTERIZAGAO DAS LINHAGENS POLI 2

4.2.1. Expressao de Luciferase

O ensaio de luminescéncia em células estavelmente transfectadas com
plasmideo contendo ARE-luc (elemento de resposta ao antioxidante ligado a
luciferase) € uma abordagem eficaz para avaliar moduladores de NRF2, pois
permite medir de forma sensivel, rapida e quantitativa a ativacdo desta via de
sinalizagdo. O elemento ARE, que é reconhecido por NRF2 translocada ao nucleo
celular, induz a expresséo do gene luciferase, gerando luminescéncia proporcional a
ativagcdo de NRF2. A luciferase s6 € expressa quando NRF2 se liga ao ARE,
garantindo alta especificidade do ensaio para a avaliagdo dessa via, 0 que a torna
uma ferramenta poderosa para estudar a modulacdo de NRF2 em diferentes
condigdes experimentais. Sabendo disso, tratamos a linhagem POLI 2, que contém
o ARE upstream a sequéncia da luciferase, para avaliar a luminescéncia pos
tratamento com inibidor e ativador de NRF2, em comparagdo com controle sem
tratamento. O resultado da luminescéncia foi ainda dividido pela concentracao
proteica obtida através do resultado da absorbancia da amostra. Esse calculo é
utilizado para normalizar a quantidade de proteinas, ajustando os valores de
luminescéncia com base na quantidade de proteina presente, o que ajuda a
compensar variagdes na concentragao de proteinas entre as amostras. Esse tipo de
normalizacdo € essencial para garantir que as diferengas observadas na
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luminescéncia sejam devidas a modulacéo da via de interesse (como NRF2) e ndo a
variagdes na quantidade de proteina total.
Foram realizados 5 ensaios independentes com tempos de 8 e 16h e 3

ensaios independentes com tempo de 36h, dos quais a média foi calculada e

normalizada de acordo com o controle das amostras de interesse (Grafico 1).

GRAFICO 1 - MEDIA NORMALIZADA DE LUMINESCENCIA.
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NOTA: Gréfico 1-a) Média normalizada de 5 ensaios independentes, onde cada tempo (8 e 16h)
possui seu controle sem tratamento (s/trat) e o grupo de interesse tratada com 5 pM sulforafano
(SFN). Nesta normalizagdo os grupos controles foram padronizados com valor de 1,0 e os grupos
tratados, normalizados com base no valor do grupo controle, o calculo se deu por I/C, onde | = média
dos quocientes de lum/abs dos 5 ensaios do grupo de interesse, e C = média dos quocientes de
lum/abs dos 5 ensaios do grupo controle. Grafico 1-b) Média normalizada de 3 ensaios
independentes, com tempo de 36h para os 3 primeiros grupos e 52h para o ultimo grupo (SFN/TGN),
o qual foi tratado com sulforafano para superexpressdao de NRF2 e apds 16h foi tratado com
trigonelina por mais 36h. Os grupos foram normalizados pelo controle sem tratamento (s/trat). 150



47

MMTGN, refere-se ao grupo tratado com trigonelina e SFN ao grupo que recebeu tratamento com
sulforafano. Nesta normalizagédo o grupo controle foi padronizado com valor de 1,0 e os grupos
tratados, normalizados com base no valor do grupo controle, o calculo se deu por I/C, onde | = média
dos quocientes de lum/abs do grupo de interesse, e C = média dos quocientes de lum/abs do grupo
controle.

FONTE: A autora, 2024.

No Grafico 1-a, para cada um dos quatro grupos analisados foi considerado
os dados dos 5 ensaios independentes e calculada a média de cada um dos
resultados de luminescéncia normalizados pela concentragao proteica. Os dois
primeiros grupos foram tratados por 8 horas e os dois ultimos por 16 horas. O grupo
controle, sem tratamento, foi padronizado com valor 1,0 para ambos os tempos. Nos
tratamentos com sulforafano, foi feita normalizagdo usando a média da
luminescéncia normalizada do grupo de interesse, dividida pela média da
luminescéncia normalizada do grupo controle. Os valores obtidos foram de 3,8 para
8h e 3,2 para 16h. No Gréfico 1-b, que mostra os resultados de tratamentos com
sulforafano e trigonelina por 36 horas, os dados foram derivados de trés ensaios
independentes e normalizados pelo grupo controle, assim como no Grafico 1-a. Os
valores obtidos foram: para o grupo controle sem tratamento (S/T) o valor
padronizado, 1,0, para o grupo tratado com trigonelina (TGN) 0,54, para sulforafano
(SFN) 2,74 e para o grupo tratado com sulforafano por 16h seguido de trigonelina
por mais 36h (SFN/TGN) foi 0,55. Ao analisar os resultados do grafico 1-a, podemos
inferir que o sulforafano ativa a via de NRF2 de maneira robusta, especialmente
apds 8 horas de tratamento. Ja no Grafico 1-b, os tratamentos realizados por 36
horas mostram comportamentos distintos, mas de acordo com o esperado. O grupo
tratado com sulforafano isoladamente (SFN) apresentou um valor de 2,74, indicando
uma inducdo continua de NRF2, enquanto o tratamento com trigonelina (TGN)
resultou em uma expressao significativamente menor (0,54), sugerindo que a
trigonelina inibe a ativacdo de NRF2. O grupo tratado com SFN seguido de TGN
(SFN/TGN) teve um valor de 0,55, indicando que a trigonelina pode reduzir a
superexpressdo induzida pelo sulforafano. Esses resultados sugerem que o
sulforafano € um potente ativador de NRF2, enquanto a trigonelina pode exercer um
efeito inibidor, possivelmente modulando a resposta redox celular, o que abre novas
possibilidades para o estudo de compostos que podem regular a atividade dessa via

de sinalizagao.
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GRAFICO 2 - ANALISE ONE-WAY ANOVA DE DADOS RESULTANTES DE
LUMINESCENCIA
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NOTA: Foi realizada analises estatisticas usando testes one-way ANOVA com os dados de
luminescéncia. ** P <0.01, *** P <0.001, **** P <0,0001. S/T, sem tratamento; SFN, tratado com
sulforafano; TGN, tratado com trigonelina; SFN/TGN, tratado com sulforafano e apés 16 horas,
tratado com trigonelina, incubado por mais 36h.

FONTE: A autora, 2024.

No grafico 2-a, que mostra os grupos tratados por 8h e 16h com ou sem sulforafano,
os dados indicam uma ativacdo significativa de NRF2 em resposta ao sulforafano.
Especificamente, a comparacéo entre o grupo sem tratamento de 8h e o grupo tratado com
sulforafano por 8h mostrou um valor de P < 0,0001, enquanto a comparacido entre o
controle e o tratamento com sulforafano por 16h resultou em um valor de P < 0,001. Esses

resultados demonstram uma inducéao robusta da via de NRF2 pelo sulforafano tanto a curto
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(8h) quanto a médio prazo (16h), evidenciando seu efeito ativador sobre essa via de

sinalizacgéo.

Na Figura b, que apresenta dados de tratamentos realizados por 36h ou 52h, os resultados
reforcam a inducdo do NRF2 pelo sulforafano e revelam o impacto da trigonelina. A
comparacgao entre o grupo sem tratamento de 36h e o tratado com sulforafano por 36h
mostrou uma diferenga significativa (P < 0,01), indicando que o sulforafano continua a
induzir a ativacdo de NRF2 ao longo de um periodo mais longo. Quando comparados o
grupo tratado com sulforafano e o grupo tratado com trigonelina (36h), observou-se uma
diferenca ainda mais pronunciada, com P < 0,001, e P < 0,01 entre o sulforafano e a

combinacéo sulforafano/trigonelina (52h).

4.2.2. Western Blotting

Para confirmar que a linhagem POLI 2 responde ao sulforafano (SFN) e a trigonelina
(TGN), estimulando ou inibindo, respectivamente, a expressdao de NRF2, foi analisada a
expressao de NRF2 por Western Blotting (Figura 10). A B-tubulina foi utilizada como
controle de proteina constitutiva. Na Figura 10-a, observou-se que, nas células POLI 2
tratadas com SFN, houve uma diferenca estatistica na expressao de NRF2, tanto apds 8h
quanto apds 16h de tratamento, em comparagdo com o controle sem tratamento (S/T), nos
mesmos tempos. Na Figura 10-b, foi realizada uma comparagéo entre os tempos de 16h e
36h para padronizar um unico tempo de analise. Em ambos os tempos, as células tratadas
com SFN apresentaram maior expressdo de NRF2 em comparagdo com o grupo sem
tratamento, demonstrando que, apesar da trigonelina necessitar de ao menos 36h para
efeito de inibicdo, o sulforafano também apresentou alta atividade nesse tempo,
possibilitando que o tempo padrao de tratamento fosse estabelecido em 36h. Além disso, o
tratamento com TGN mostrou uma inibicdo na expressado de NRF2, enquanto a combinagao
de SFN seguido de TGN (16h + 36h) permitiu observar que a trigonelina foi capaz de inibir a
superexpressao de NRF2 induzida pelo SFN. Embora para este segundo caso especifico, o
ideal seria um controle tratado com SFN por 16h seguido de 36h sem nenhum novo
tratamento, os resultados adquiridos por esse tratado sdo bastante interessantes. Esses
resultados indicam que a linhagem estavel é responsiva a moduladores e que o sulforafano
e a trigonelina tém efeitos opostos na expressao de NRF2 na linhagem POLI 2, sendo o

SFN um ativador e a TGN um inibidor da expressdo de NRF2.
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FIGURA 10 - EXPRESSAO DE NRF2 POR WESTERN BLOTTING
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NOTA: Figura 10-a) Western blot (WB) de células POLI 2 tratadas ou ndo com 5 UM sulforafano
(SFN) por do is periodos de tempo: 8h e 16h. A B-tubulina foi utilizada como controle de proteina
constitutiva, enquanto NRF2 foi a proteina de interesse. Observa-se um aumento significativo na
expressdo de NRF2 nos dois tempos de tratamento com SFN em comparagao com o controle sem
tratamento (S/T). Figura 10-b) Western blot de células POLI 2 tratadas com SFN e 150
MMtrigonelina (TGN) em trés tempos diferentes. Inicialmente, foi realizada uma comparagéo entre os
tempos de 16h e 36h para padronizar um Unico tempo de analise para os ativadores e inibidores. Em
ambos os tempos, foi observado um aumento da expressdo de NRF2 nas células tratadas com
sulforafano (SFN) em comparagdo com o grupo nao tratado (S/T). Além disso, foi incluido o
tratamento com trigonelina (TGN), que demonstrou uma inibicdo da expressao de NRF2. Também foi
analisado o efeito da trigonelina no cenério de superexpressao de NRF2, com o tratamento inicial
com SFN por 16h seguido de trigonelina (+36h), para verificar se a trigonelina seria capaz de inibir
uma superexpressao prévia.

FONTE: A autora, 2024.

4.2.3. Imunofluorescéncia

O experimento (Figura 11) foi estruturado em trés grupos distintos: o primeiro
compreendia um unico pogo com células Hela parentais; o segundo grupo, quatro pogos
contendo células da linhagem POLI 1; e o terceiro grupo, quatro pogos com células da
linhagem POLI 2. Dois pogos de cada uma das linhagens modificadas (POLI 1 e POLI 2)
foram tratados com 5 yM de sulforafano, incubados em meio completo a 37 °C por 16
horas. Os pogos restantes continuaram a ser incubados nas mesmas condi¢des, porém
apenas com meio completo, sem a adicdo do composto.

A Hela parental, durante o ensaio de imunofluorescéncia, foi incubada tanto com o
anticorpo primario quanto com o secundario, esta é uma etapa crucial para estabelecer um
controle negativo no experimento. Esse procedimento ajuda a determinar se ha qualquer
sinal de fluorescéncia de fundo causado por ligacdo inespecifica do anticorpo primario ou
secundario, ou por autofluorescéncia intrinseca das células. Em outras palavras, serve para
confirmar que a fluorescéncia observada nos grupos tratados com células geneticamente
modificadas (POLI 1 e POLI 2) é especifica para a interagdo do anticorpo primario com o
antigeno-alvo, no caso, a proteina NRF2.

A inclusdo dos quatro grupos de células POLI 1 e POLI 2 no ensaio é essencial para

garantir a robustez, especificidade, e interpretacao dos resultados, além disso, as POLIs
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foram testadas da mesma maneira para analisar possiveis distingcbes entre elas. Cada
grupo desempenha um papel critico na andlise dos efeitos do tratamento com sulforafano
(SFN) e na validagéo do anticorpo primario contra NRF2.

O primeiro grupo (sem tratamento com SFN e sem anticorpo primario) funciona
como um controle basal para a autofluorescéncia intrinseca das células geneticamente
modificadas. Este grupo permite confirmar se ha emissao de fluorescéncia independente de
qualquer tratamento ou interagdo com anticorpos, eliminando a possibilidade de falsos
positivos.

O segundo grupo (sem tratamento com SFN, mas com anticorpo primario) avalia o
nivel basal de expressdo de NRF2 nas células modificadas. Ele permite identificar o sinal de
fundo gerado pela interagdo entre o anticorpo primario e a NRF2 em condigbes sem
estimulo. Este grupo é fundamental para verificar a especificidade da marcacao basal e
fornecer uma referéncia para comparagéo com os grupos tratados.

O terceiro grupo (tratado com SFN, mas sem anticorpo primario) é essencial para
avaliar a possibilidade de fluorescéncia causada pelo tratamento quimico em si ou por auto
fluorescéncia induzida. Sulforafano pode potencialmente alterar propriedades fisicas das
células, gerando emissdes que precisam ser diferenciadas do sinal especifico do anticorpo.

Finalmente, o quarto grupo (tratado com SFN e com anticorpo primario) é o grupo
experimental chave que demonstra a interacdo entre o SFN, a inducao de NRF2, e a
deteccao especifica por anticorpos. Este grupo revela a eficacia do SFN como modulador
da via NRF2 e é crucial para medir a resposta maxima do sistema experimental.

O uso desses quatro grupos &, portanto, indispensavel para controlar variacoes
experimentais e garantir que os resultados observados sejam especificos, reproduziveis e
interpretaveis, contribuindo para conclusdes confiaveis sobre a ativacdo da via NRF2 e a

validacao do sistema de detecgéo.
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FIGURA 11 -  EXPRESSAO DE LUCIFERASE DO VETOR EM HelLa PARENTAL,
POLI 1 E POLI 2.
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POLI 2), utilizando anti-luciferase (1:50) como anticorpo primario e anti- Alexa fluor 488 (1:300)

(ouejeloyng) zijod




54

como anticorpo secundario. 5 yM de SFN foi utilizado como controle positivo de ativagao de
NRF2, promovendo a expressao da luciferase. Todas as células foram tratadas com anticorpo
secundario, porém, apenas metade foi tratada com o primario, neste caso, aquelas nao
tratadas com o primario, foram utilizadas como controle. As imagens foram capturadas com um
microscopio de fluorescéncia, objetiva 20x e software de elementos NIS. Fonte: A autora
(2023).

Os resultados do ensaio de imunofluorescéncia trouxeram dados relevantes sobre o
comportamento de células parentais HelLa e das linhagens geneticamente modificadas POLI 1
e POLI 2, que possuem o plasmideo pGL4.22-ARE-luc-mGST, tanto em condi¢des basais
quanto apdés o tratamento com sulforafano. Esses resultados elucidam nao apenas as
diferengas na expressao de luciferase entre as células analisadas, mas também demonstram a
funcionalidade do plasmideo e a especificidade dos anticorpos utilizados.

Nas células Hela parentais, a marcagdo nuclear com DAPI foi eficiente, confirmando a
integridade estrutural dos nucleos e a eficacia do protocolo de coloragdo. No entanto, a
auséncia de fluorescéncia do Alexa Fluor 488, mesmo apds o uso do anticorpo primario
anti-luciferase, evidencia que a ativacdo basal de NRF2 em células ndo modificadas é
insuficiente para gerar um sinal detectavel no contexto experimental. Esses dados sao
coerentes com o entendimento de que, em condicbes normais, NRF2 permanece regulado
pela interagcdo com Keap1 e apresenta uma expressao limitada.

Nas células POLI 1 e POLI 2 ndo tratadas, observou-se um leve sinal fluorescente do Alexa
Fluor 488 apenas nas amostras que receberam tanto o anticorpo primario quanto o secundario,
indicando uma expressédo basal de NRF2. Essa expressao limitada é esperada em células
geneticamente modificadas, mesmo na auséncia de estimulos externos, devido a presenca do
plasmideo que amplifica a resposta a ativacéo da via ARE-NRF2. As amostras que receberam
apenas o anticorpo secundario nao apresentaram fluorescéncia, reforcando a especificidade
do sinal para a deteccdo de NRF2.

O comportamento mais expressivo foi observado nas células POLI 1 e POLI 2 tratadas com
sulforafano, conhecido indutor da via NRF2. Nessas células, a fluorescéncia do Alexa Fluor
488 foi marcadamente intensa nas amostras que receberam ambos os anticorpos, indicando
uma forte ativacao de NRF2, que, por sua vez, induziu a expressédo do gene reporter presente
no plasmideo. A auséncia de fluorescéncia nas células tratadas que ndo receberam o
anticorpo primario reforca a especificidade do protocolo e elimina a possibilidade de
autofluorescéncia ou interferéncias nao especificas.

Esses resultados s&o consistentes com o mecanismo de acdo do sulforafano, que
interrompe a interagcdo entre Keap1 e NRF2, permitindo que este ultimo transloque para o
nucleo e ative genes regulados por ARE. O plasmideo utilizado no estudo, que contém a
sequéncia ARE-luc-mGST, foi projetado para amplificar essa resposta, gerando um sinal

robusto e detectavel em ensaios tanto de imunofluorescéncia quanto de luminescéncia.
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4.2.4. RT-gPCR

Neste estudo, foi realizada uma analise de expressdo génica por RT-gPCR em
células Hela parentais para avaliar os efeitos de dois compostos — sulforafano e
trigonelina — na regulagéo de genes alvo de NRF2: NQO1, HMOX1 e GCLM. O foco aqui
foi a resposta enddégena da via de NRF2 nas células, por este motivo utilizou-se células
parentais sem plasmideo. A normalizacdo dos dados foi feita em relacao ao controle, cuja

expresséo foi definida como igual a 1 (GRAFICO 3).

GRAFICO 3 - EXPRESSAO DE NQO1, HMOX E GCLM EM RELACAO AO CONTROLE

NQOo1 @ Hmox [l GOLM

277

0,00210,0049

Controle Sulforafano Trigonelina

NOTA: Dados normalizados em relagdo ao controle (valor padrdo 1,0). Azul claro representa dados
de expressado do gene alvo NQO1, azul médio HMOX e azul escuro de GCLM. A técnica utilizada,
demanda amostras em duplicata.

FONTE: A autora, 2024

Os resultados do grafico 3 demonstraram que o sulforafano, em uma concentragao
de 5 uM, foi altamente eficaz na indugcdo da expressao dos genes avaliados.
Especificamente, os niveis relativos de expressao alcangcaram 2,77 para NQO1, 3,165 para
HMOX1 e 4,576 para GCLM. Este perfil € consistente com o papel amplamente
documentado do sulforafano como ativador da via NRF2, promovendo a desativagao do
complexo Keap1-NRF2 e permitindo a translocagéo nuclear do fator de transcrigdo para a
ativacdo de genes antioxidantes e citoprotetores. A trigonelina, utilizada a uma
concentracao de 150 uM como indutor de inibicdo, apresentou efeitos contrastantes. Os
niveis de expressao dos genes alvo foram reduzidos, sendo 0,0033 para NQO1, 0,0021
para HMOX1 e 0,0049 para GCLM. Esses valores, proximos de zero, indicam que a

trigonelina suprimiu a expressdo dos genes regulados por NRF2 nas condi¢des testadas.
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Essa observacdo demonstra o efeito inibitorio da trigonelina na via NRF2, possivelmente
atuando no bloqueio de NRF2 ou interferindo em eventos a jusante, como a transcricdo de

genes regulados pelo elemento ARE.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A via de sinalizagdo mediada por NRF2 tem sido amplamente investigada devido ao
seu papel central na resposta ao estresse oxidativo e na manutengao da homeostase redox
celular (BELLEZZA et al., 2018). Diante disso, o desenvolvimento de uma plataforma
padronizada para a triagem de compostos moduladores dessa via se torna essencial para o
avanco de estratégias terapéuticas direcionadas a doencas relacionadas ao estresse
oxidativo. Neste estudo, estabelecemos uma linhagem celular estavel, derivada de células
HelLa, contendo um plasmideo com um gene reporter luciferase sob controle de elementos
responsivos a NRF2, possibilitando a detecgdo sensivel e quantitativa da atividade desta
via.

Embora ja existam plataformas para a triagem de moduladores de NRF2 (ALZAIN et
al., 2023 e LEUNG et al., 2019; ALZAIN et al., 2023; ABED et al., 2015; BAIRD et al., 2013),
o uso da linhagem Hela geneticamente modificada oferece uma plataforma estavel,
permitindo a facil replicagdo dos ensaios. Isso garante a reprodutibilidade e a confiabilidade
dos experimentos, especialmente por se tratar de uma linhagem amplamente utilizada por
grupos de pesquisa.

A plataforma utiliza ensaios de luminescéncia para avaliar a atividade funcional do
gene reporter luciferase (MARTIN et al., 1996), cuja expresséo € controlada por elementos
promotores sensiveis a ativagdo de NRF2. No caso do plasmideo pGL4.22-ARE-mGST, a
sequéncia ARE esta clonada a montante do gene reporter luciferase. Quando o NRF2 ativa
o ARE, ocorre a transcrigdo do gene reporter, cujas expressdo proteica e atividade
enzimatica € posteriormente quantificado, geralmente por meio da medicdo de blot,
luminescéncia ou fluorescéncia. Essa abordagem proporciona alta sensibilidade na
deteccdo de ativadores e inibidores da via (LEITAO & DA SILVA, 2010), permitindo o
rastreamento de grandes bibliotecas de compostos de maneira rapida e eficaz. Apds a
triagem inicial, os compostos selecionados sao validados por qPCR, uma técnica que
quantifica precisamente os niveis de expressado de genes-alvo (GINZINGER, 2002) de NRF2,
como aqueles relacionados a respostas antioxidantes e destoxificagao celular. Sendo assim,
enquanto os ensaios de luminescéncia identificam alteragdes gerais na atividade de NRF2,
a gPCR confirma e quantifica mudancgas especificas na expressdo de genes-alvo dessa via.
Essa dupla abordagem reduz a probabilidade de falsos positivos e amplia a profundidade

dos dados obtidos, algo que outras plataformas nem sempre oferecem. Essa combinagao
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de tecnologias é particularmente valiosa para o desenvolvimento de terapias contra o
cancer, permitindo ndo apenas identificar inibidores eficazes de NRF2, mas também avaliar
seu impacto em genes alvo especificos. Além disso, a plataforma pode ser usada para
estudar ativadores de NRF2 em condigdes onde essa via tem um papel protetor, como
doencas neurodegenerativas (NAMANI et al., 2014; CORENBLUM et al.,, 2016) e
inflamacgdes crénicas (NEZU et al., 2017). Essa versatilidade destaca a importancia dessa
abordagem no avancgo de terapias direcionadas para multiplas doencgas.

A construcao da linhagem celular estavel foi confirmada pela selecéo por antibiético
e pela expressao sustentada do gene repérter, assegurando que apenas células com a
insercao plasmidial fossem mantidas na cultura, seguindo parametros de literatura (Mirus
Bio, 2023). Ao realizar os ensaios de luminescéncia buscava-se detectar a expressao e
atividade do gene reporter luciferase, cuja transcricao € iniciada apés ligagdo de NRF2 a
sequéncia ARE. A ativacdo dessa sequéncia ocorre em resposta a modulagao positiva da
atividade do NRF2. Sendo assim, ao analisar os dados de transcricdo de luciferase,
estamos também analisando a expressdo de NRF2, indiretamente. Os dados de
luminescéncia do Grafico 1, correspondente as amostras tratadas com sulforafano, tiveram
um aumento significativo de expressdo de NRF2, se comparados com as amostras nao
tratadas, tanto a curto (8h) quanto médio prazo (16h). Esse efeito ja foi amplamente descrito
na literatura desde 1992, quando Zhang e colaboradores demonstraram que o sulforafano,
derivado do precursor glucorafanina presente no brécolis, induz a expressao de enzimas de
fase 2, um mecanismo atualmente reconhecido como mediado pela via NRF2-KEAP1. Em
contrapartida, a trigonelina mostrou um efeito inibitério sobre a expressao de NRF2, como
observado na reducao significativa da luminescéncia nas células tratadas com este
composto. Esse efeito inibitério da trigonelina também é corroborado por estudos anteriores
(ALT et al., 2013). Um dos desafios enfrentados no estudo foi a otimizacado das condigbes
experimentais para minimizar a variabilidade e assegurar a reprodutibilidade dos ensaios.
Para superar esse obstaculo, realizamos além da padronizacdo das concentracbes dos
compostos e das condi¢cdes de cultura celular, a padronizacdo dos tempos de incubacgao. A
trigonelina necessita de um tempo maior para fazer efeito (36 horas). Buscando estabelecer
esse padrao para a analise, submetemos as células tratadas com sulforafano a este mesmo
tempo. A indugao continua observada no tratamento com sulforafano por 36 horas reforca
seu papel como potente ativador dessa via, o que € de particular interesse, pois pudemos
estabelecer 36 horas como sendo o tempo padrao de tratamento para este e posteriores
estudos. A combinacdo de sulforafano e ftrigonelina resultou em uma diminuicdo na
expressao de NRF2, sugerindo que a trigonelina pode atenuar a superexpressao prévia
induzida pelo sulforafano, possivelmente através de uma modulagdo da resposta redox

celular. Esse achado é interessante, pois implica em uma interagdo entre compostos que
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pode ser explorada em terapias combinadas ou na regulagdo fina de vias antioxidantes.
Nenhum trabalho anterior foi encontrado que abordasse a interacdo desses dois compostos,
0 que torna os dados ainda mais relevantes.

A analise estatistica dos resultados de luminescéncia reforcou as conclusdes
observadas. As comparacdes entre os grupos de controle e os grupos tratados com
sulforafano mostraram diferencas altamente significativas, confirmando que a linhagem
produzida responde adequadamente ao sulforafano. A presenca de diferencas significativas
também entre os grupos tratados por 36h e 52h com sulforafano, trigonelina e suas
combinagdes (P < 0,01 e P < 0,001) demonstrando a robustez dos dados e a clareza na
diferenciacao dos efeitos de cada composto.

Os resultados de Western blotting corroboram esses dados, indicando um aumento
significativo na expressdo de NRF2 nas células tratadas com sulforafano, além de uma
diminuigcdo na expressao de NRF2 daquelas tratadas com trigonelina. O Western blotting
oferece a vantagem de fornecer informacdes sobre o peso molecular das proteinas
detectadas, auxiliando na identificacdo precisa e na confirmacdo da integridade das
proteinas alvo. Essa caracteristica é especialmente util para corroborar os achados de
luminescéncia, garantindo que o sinal luminescente corresponda a proteina esperada e nao
a fragmentos ou proteinas nao relacionadas.

Os ensaios de imunofluorescéncia forneceram informagdes complementares
valiosas. A fluorescéncia observada nas células tratadas com sulforafano, que foi intensa
nas linhagens POLI 1 e POLI 2, indicou uma alta transcricdo do gene repoérter luciferase, por
meio da ativagdo de NRF2, corroborando os resultados de luminescéncia. A auséncia de
fluorescéncia nas células HelLa parentais e modificadas, em condigbes basais, reforgou a
especificidade do sistema, pois evidenciou que as células ndo possuem niveis detectaveis
de NRF2 ativado sem um estimulo externo. Além disso, o controle sem anticorpo primario,
assegurou a validade dos dados, excluindo a possibilidade de autofluorescéncia ou sinais
nao especificos.

A técnica de RT-gPCR € essencial para validar resultados de luminescéncia,
imunofluorescéncia e Western blotting, pois permite a quantificacdo precisa da expressao
génica em nivel de mRNA. Enquanto métodos como imunofluorescéncia e Western blotting
detectam a presenca e a quantidade de proteinas especificas, o RT-qPCR complementa
essas analises ao fornecer dados sobre a expressdao dos genes correspondentes,
garantindo uma correlagao entre os niveis de mRNA e proteina. Essa abordagem integrada
aumenta a confiabilidade dos dados experimentais e assegura a precisdo na interpretagcao
dos resultados (KEMMER et al.,, 2022). Os resultados de RT-gPCR, corroboram os
resultados anteriores a nivel molecular, de modo que consegue-se avaliar um aumento

bastante significativo em genes alvo de NRF2 em células tratadas com sulforafano, bem
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como demonstra efeito oposto em células tratadas com trigonelina, confirmando que o
ensaio é bastante eficaz para confirmacdo de possiveis moduladores selecionados pela
analise de gene reporter.

As analises integradas de luminescéncia, Western blotting, imunofluorescéncia e
RT-gPCR evidenciam a capacidade do modelo em detectar alteragbes especificas na via de
NRF2, inclusive validando o uso do plasmideo como ferramenta para avaliar a atividade de
NRF2 em resposta a moduladores quimicos. Além de validar a funcionalidade da linhagem
POLI 2, os ensaios ilustram a versatilidade do modelo em identificar compostos
moduladores da via de NRF2. Este estudo também estabelece um arcaboucgo sélido para
pesquisas futuras. A plataforma podera ser expandida para a triagem de bibliotecas de
compostos maiores e a incorporagcao de outras técnicas analiticas, como protebmica e
metaboldmica. A analise protebmica podera fornecer informacdes detalhadas sobre as
mudancgas nos niveis de proteinas reguladas por NRF2, enquanto a metabolémica permitira
a identificacdo de vias metabdlicas impactadas pelos compostos moduladores. Essas
abordagens integrativas permitirdo uma compreensdo mais aprofundada da regulagao da
via NRF2 e suas interacbes com outras vias celulares, ampliando as possibilidades de
intervencao terapéutica baseadas na modulacéo dessa importante via de sinalizagao.

Por fim, a proposta é economicamente vantajosa, pois o0 uso de uma unica
plataforma integrada otimiza os custos e o tempo necessarios para identificar moduladores.
Isso é particularmente relevante no desenvolvimento de medicamentos, onde o equilibrio
entre custo, eficiéncia e precisdo € fundamental. Essa combinagédo de inovagao técnica e
abrangéncia funcional torna a nova plataforma uma ferramenta promissora, mesmo em um

cenario ja saturado por tecnologias concorrentes.

5.1. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

5.1.1. Biblioteca metagenémica disponivel para testes futuros

Teremos acesso a uma parte da biblioteca metagenémica de solo da Mata Atlantica
(Faoro et al.,, 2010), em colaboragdo com o grupo do Prof. Marcelo Mdiller dos Santos
(Depto. Bioquimica UFPR). Estdo disponiveis 3 bibliotecas metagendmicas, totalizando
cerca de 100.000 clones em bactérias armazenadas em placas de 96 pocos.

A Mata Atlantica compde um ambiente auto-sustentavel, com alta deposicao de
material vegetal e metabolismo microbiolégico (GIRI et al., 2011). Ela se destaca como um
dos biomas mais ricos em espécies e endemismos, alcangando taxas de 55% para
espécies arboreas e 40% para familias de espécies nao arbéreas (JOLY et al., 1991). A
Mata Atlantica é considerada uma das regiées de maior biodiversidade do planeta e uma

das mais ameagadas do mundo (PEIXOTO, 1991). Caracterizados como ecossistemas
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auto-sustentaveis, esses ambientes contam com a contribuicdo fundamental dos
microrganismos. Eles desempenham papéis cruciais ha decomposi¢cao da matéria orgéanica,
na mineralizacdo de compostos organicos e na disponibilizacdo de nutrientes essenciais
para as plantas (MCGUIRE et al., 2012).

O solo representa um sistema altamente complexo, englobando uma diversidade de
micro-habitats fisicos caracterizados por diferentes gradientes e condicbes ambientais
descontinuas. Pesquisas indicam que a estrutura do solo desempenha um papel crucial no
armazenamento de agua, nas trocas gasosas e no ancoramento das plantas, podendo
influenciar a diversidade microbiana e até mesmo provocar alteragdes espaciais e
estruturais na comunidade microbiana (RANJARD e RICHAUME, 2001; SESSITSCH et al.,
2001). Esses micro-habitats proporcionam condigdes ideais para o crescimento microbiano,
considerando a disponibilidade de agua e substrato, além de oferecerem protecao contra
predadores. Investigagdes revelam que o tipo e a quantidade de substratos organicos
disponiveis exercem uma forte influéncia na abundancia de grupos microbianos e em sua
diversidade funcional nos ecossistemas do solo (DE FEDE e PANACCIONE, 2001;
GRAYSTON et al., 2001). Estima-se que 1g de solo contenha mais de 10 bilhdes de
microorganismos, pertencentes a milhares de espécies ainda nao identificadas devido a sua
natureza nao cultivavel (AMANN et al, 1995). Recentemente, foram desenvolvidas
bibliotecas metagendmicas do solo da Mata Atlantica (FAORO et al., 2010), que tém sido
utilizadas para a busca de enzimas com potencial biotecnolégico (FAORO et al., 2012;
ALVES et al.,, 2012). Além disso, devido a presenca de fragmentos de DNA de vias
metabdlicas completas, os produtos dessas vias podem ser prospectados como novas
moléculas farmacoldgicas.

Considerando a imensa quantidade de novos possiveis metabdlitos produzidos
pelos organismos presentes no solo da Mata Atlantica, o potencial farmacolégico destes
compostos, e a disponibilidade de bibliotecas metagendbmicas deste solo, torna-se

muito interessante prospectar novos moduladores de NRF2.

5.1.2.  Outras moléculas disponiveis

Além das bibliotecas metagendbmicas previamente mencionadas, nossa pesquisa
contara com a colaboracdo da Prof?. Dra. Giovana Giopo Nunes, do Departamento de
Quimica da UFPR, cuja expertise em polioxovadanatos oferece um conjunto promissor de
compostos com potencial para modular a proteina NRF2, alvo principal deste estudo. Além
disso, outros pesquisadores, que possuem bibliotecas de compostos quimicos
diversificados, demonstraram interesse em colaborar, disponibilizando seus acervos para

investigagcbes nesta pesquisa.
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Dessa forma, a integragdo de diferentes fontes e colaborag¢des interdisciplinares
amplia consideravelmente as possibilidades de analise e descoberta de moduladores de
NRF2. Essa abordagem colaborativa e o acesso a compostos inéditos em multiplas
instituicbes reforcam o carater inovador e promissor da pesquisa, potencializando o impacto
cientifico e translacional do estudo.

Sendo assim, para trabalhos futuros, recomenda-se a prospecc¢ao de moduladores
da via NRF2 utilizando tanto bibliotecas metagenémicas quanto bibliotecas de compostos
quimicos, aproveitando as oportunidades de parceria com outros pesquisadores e a ampla
diversidade molecular que essas fontes oferecem. A plataforma proposta, composta por
dois métodos analiticos complementares, apresenta grande potencial para esse objetivo. A
andlise do gene repérter luciferase possibilita o screening eficiente de possiveis
moduladores da via, enquanto a validagdo dos compostos candidatos por qPCR garante a
confiabilidade e precisdo na confirmacao dos efeitos moleculares observados.

Esse enfoque permitira a identificagdo de novos moduladores, abrangendo tanto
ativadores quanto inibidores da via NRF2, abrindo caminho para o desenvolvimento de
tratamentos inovadores para uma variedade de condi¢des patoldgicas. Essa abordagem
interdisciplinar oferece uma base robusta para explorar novas estratégias terapéuticas em
areas como oncologia, neurodegeneragcao, doencas metabdlicas e inflamatdrias,

contribuindo para o avango da ciéncia e da medicina.
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