UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE SAO CARLOS
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
INSTITUTO DE QUIMICA DE SAO CARLOS

TALITA ALVARENGA VALDES

AVALIACAO DO EFEITO CITOSTATICO E CITOTOXICO NA TERAPIA
COMBINADA DE ANTINEOPLASICOS EM LINHAGENS DE CANCER DE
MAMA (MDA-MB-231), FIGADO (HepG2) E PROSTATA (PC-3 E DU 145)

Sao Carlos
2019






TALITA ALVARENGA VALDES

AVALIACAO DO EFEITO CITOSTATICO E CITOTOXICO NA TERAPIA
COMBINADA DE ANTINEOPLASICOS EM LINHAGENS DE CANCER DE
MAMA (MDA-MB-231), FIGADO (HepG2) E PROSTATA (PC-3 E DU 145)

VERSAOCORRIGIDA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacao Interunidades em Bioengenharia da
Escola de Engenharia de S&o Carlos -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e
Instituto de Quimica de Sdo Carlos da
Universidade de S&o Paulo, como requisito
para a obtencdo do Titulo de Mestre em

Ciéncias.

Area de concentracdo: Bioengenharia

Orientador: Prof. Dr. Andrei Leitdo

Sao Carlos
2019



AUTORIZO A REPRODUCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR
QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO
E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Prof. Dr. Sérgio Rodrigues Fontes da EESC/USP
com os dados inseridos pelo (a) autor(a).

Valdes, Talita Alvarenga

V145a Avaliacdo do efeito citostatico e citotdédxico na
terapia combinada de antineoplasicos em linhagens de
cancer de mama (MDA-MB-231), figado (HepG2) e prébstata
(PC-3 e DU 145) / Talita Alvarenga Valdes; orientador
Andrei Leitdo. S&o Carlos, 2019.

Dissertagdo (Mestrado) - Programa de Pds-Graduacédo
Interunidades em Bioengenharia e Area de Concentracéo
em Bioengenharia -- Escola de Engenharia de Sdo Carlos;
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto; Instituto de
Quimica de S&o Carlos, da Universidade de S&o Paulo,
2019.

1. Ensaios celulares. 2. Céancer de prbstata. 3.
Céncer de figado. 4. Cancer de mama. 5. Inibidores da
Via PI3K-AKT-mTOR. 6. Migracdo celular. 7. Terapia
combinada. 8. Resposta fenotipica. I. Titulo.

Eduardo Graziosi Silva - CRB - 8/8907



TALITA ALVARENGA VALDES

Titulo: *Avaliagdo do efeito citostatico e citotoxico na terapia combinada de antineoplasicos em
linhagens de céncer de mama (MDA-MB-231), figado (HepG2) e prostata (PC-3 e DU 145)"

Data da defesa: 20/02/2019

DISSERTACAO APRESENTADA AO PROGRAMA DE
POS - GRADUACAO INTERUNIDADES EM
BIOENGENHARIA - EESC/FMRP/IQSC DA
UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO PARA OBTENCAO DO
TITULO DE MESTRE EM CIENCIAS NA AREA DE
BIOENGENHARIA.

Prof, Dr. Andrei Leitdo (Orientador)

Instituto de Quimica de S4o Carlos / USP

Assinatura: /Ag’(,w _Zv Em

Nio votante

Prof(a). Dr(a). Ana Carolina Baptista Moreno Martin Universidade Federal de S4o Carlos

o ,477»0—/’(/00
Assinatura; /(j b Resultado: o
7 t17
Prof(a). Dr(a). Kgpmilla Swiech Antonietto FCFRP/USP

Assinatur;

JorilleFrdl— _ fpavaco-

Prof{a). Dr(a). Jodo Agostinho Machado Neto ICB/USP

Assinatura: 'JWL{W ,L‘;;.

'|| [
Resultado: /= /)~fV f'\/é:(m

Homologado em: / /







A minha mée pelo amor, carinho e

por sempre acreditar em mim.






AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a minha mée por todo cuidado, paciéncia, e principalmente,
por nunca ter deixado de acreditar em mim, nem por um minuto. Eu te amo demais!

A minha familia pelo amor, carinho e unido. A energia de vocés € contagiante e linda,
sempre fazem com que todos se sentam especiais e amados. Mesmo longe vocés sempre se
mantiveram presente e me ensinaram o que € familia. Agradeco por torcerem por mim!

Ao meu companheiro Thiago, pelo forte apoio, amor, parceria e paciéncia durante toda
aminha jornada até aqui, nunca deixando de acreditar na minha capacidade de alcancar os meus
objetivos e sempre me incentivando a correr atras dos meus sonhos. Eu te amo.

A todos os amigos que fiz no decorrer da minha vida, em especial aos amigos da
graduacéo e aos que tive o privilégio de morar junto. Destaco minha gratidao as minhas amigas
dudugas, a familia que tive a sorte de conhecer nessa cidade que abrigou alguns dos melhores
anos da minha vida. VVocés sdo incriveis.

Agradeco meu amigo Rafa por ter me despertado, nada faria sentido se ndo fosse 0 nosso
encontro. VVocé sempre serd muito especial!

Ao Prof. Dr. Andrei Leitdo, pela orientacdo, confianca, paciéncia e cuidado com os
alunos. Agradeco pela disponibilidade conosco e por nunca menosprezar qualquer davida de
aluno, por mais basicas que fossem.

Ao Prof. Dr. Carlos Alberto Montanari, agradeco por me permitir fazer parte do Grupo
de Quimica Medicinal (NEQUIMED), a técnica Fabiana, por todo amparo nas questdes
laboratoriais, a todos os colegas de grupo e, em especial, aos colegas de laboratério que sempre
estenderam a mao para me ajudar de alguma forma. Ao Ariel e a Daiane agradeco com todo
meu coracdo, ndo s6 a amizade, mas todo o suporte durante o mestrado.

A Universidade de Sdo Paulo, ao Instituto de Quimica de Sdo Carlos (IQSC), ao
programa de Pos-graduacdo Interunidades em Bioengenharia e todos seus funcionarios.

Aos 6rgdos de fomento FAPESP, CNPq e especialmente, CAPES, pelo apoio financeiro
para que esse trabalho pudesse ser realizado e pelo incentivo a pesquisa em nosso pais.

A todos os professores que ja tive na vida, obrigada!l






“Do or do not. There is no try”
Mestre Yoda (1980)






RESUMO

VALDES, T. A. Avaliacao do efeito citostatico e citotoxico na terapia combinada de
antineopléasicos em linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231), figado (HepG2) e
prostata (PC-3 e DU 145). 2018. 116f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-
Graduacéo Interunidades em Bioengenharia da Escola de Engenharia de Séo Carlos —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Séo Paulo, S&o Carlos, 2018.

O cancer é um conjunto de doengas caracterizado pelo crescimento desordenado e incontrolavel
de células capazes de, por meio de diversas alteracbes metabdlicas, colonizar novos tecidos e
6rgéos determinando a formacdo de novos tumores. Atualmente 8,2 milhdes de pessoas morrem
de cancer no mundo e estima-se que em 2018 havera o aumento de 600 mil novos casos de
cancer no Brasil, sendo necessario identificar novas substancias quimicas com interesse
farmacoldgico antineoplasico. Neste contexto, ensaios celulares apresentam grande relevancia
para a identificacdo de substancia com novos mecanismos de agdo. Neste estudo, foram
realizados ensaios citotdxicos, de migracdo celular e de terapia combinada para uma série de
compostos usando linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231), figado (HepG2), prostata
(PC-3 e DU 145) e uma nao tumoral de fibroblasto (Balb/C 3T3 clone A31). Foram utilizadas
substancias quimicas de referéncia com diferentes mecanismos de acéo e substancias bioativas
com atividade citotoxica (inibidores de quinase) ou citostatica (inibidores de cisteino
proteases), desenvolvidas pelo grupo NEQUIMED. Dentre os compostos de referéncia que
atuam na via de sinalizacdo PI3K-AKT-mTOR, o AZD-8055 (inibidor competitivo ao ATP da
mTOR) apresentou 0 melhor perfil farmacoldgico, com alta poténcia e seletividade. Dentre as
novas moléculas citotoxicas, Neq0438 e Neq0440 demonstraram ser seletivos para a linhagem
PC-3 frente a todas as outras analisadas. Além disto, alguns dos inibidores de cisteino proteases
inibiram a migracdo celular. Quando administradas conjuntamente com as substancias de
referéncia, estes inibidores levaram a sinergia em varias combinacdes, sendo que Doxorrubicina
+ Neq0780 apresentou um aumento na poténcia de 33 vezes em compara¢do com a monoterapia
para MDA-MB-231. Estes resultados compelem novas analises de combinacdo com novas
substancias desenvolvidas, além de estimular investigacdes do mecanismo de morte celular

gerado pela combinacdo Doxorrubicina+Neq0780.

Palavras-chave: Ensaios celulares. Cancer de préstata. Cancer de figado. Cancer de mama.
Inibidores da via PI3K-AKT-mTOR. Migragdo celular. Terapia combinada. Resposta

fenotipica.






ABSTRACT

VALDES, T. A. Avaliacao do efeito citostatico e citotoxico na terapia combinada de
antineopléasicos em linhagens de cancer de mama (MDA-MB-231), figado (HepG2) e
prostata (PC-3 e DU 145). 2018. 116f. Dissertagcdo (Mestrado) — Programa de Pos-
Graduacdo Interunidades em Bioengenharia da Escola de Engenharia de S&o Carlos —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e Instituto de Quimica de Sao Carlos da
Universidade de Séo Paulo, S&o Carlos, 2018.

Cancer is a set of diseases characterized by the disordered and uncontrollable growth of cells
capable of, through various metabolic alterations, colonize new tissues and organs, thus,
forming new tumors. Currently 8.2 million people die of cancer in the world and it is estimated
that in 2018 there will be an increase of 600 thousand new cases of cancer in Brazil, turning out
to be necessary to develop new candidates for this disease. In this context, cell assays have great
relevance for the identification of substances with new mechanisms of action. Here, cytotoxic,
cell migration and combined therapy assays were used for a set of compounds using breast
(MDA-MB-231), liver (HepG2) and prostate (PC-3 e DU 145) cancer lines, including fibroblast
(Balb/C 3T3 clone A31) as a non-tumoral. Reference chemicals with different mechanisms of
action and bioactive substances with cytotoxic (kinase inhibitors) or cytostatic activity
(inhibitors of cysteine proteases) were used, developed by the NEQUIMED group. Among the
reference compounds that act on the PI3K-AKT-mTOR pathway, AZD-8055 (the ATP
competitive inhibitor for mTOR) had the best pharmacological profile, with high potency and
selectivity. Out of the set of new molecules, Neq0438 and Neq0440 showed selectivity toward
PC-3 linage. Moreover, some cysteine protease inhibitors could reduce the cell migration
process. These compounds were combined with the reference ones, which led to synergy in
many cases. The best combination was Doxorrubicina + Neq0780, with potency increment of
33 times in comparison with the monotherapy for MDA-MB-231. The results achieved are now
subject for new analyses involving the combined therapy using novel chemicals, and stimulate
the study of the cell death mechanism triggered by the combination of

Doxorrubicina+Neq0780.

Key words: Cell-based assays. Prostate cancer. Liver cancer. Breast cancer. Inhibitors of the

PI3K-AKT-mTOR pathway. Cell migration. Combined therapy. Phenotypic response.
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1. INTRODUCAO

O céncer ¢ definido como uma série de doengas decorrentes de alteracdes genéticas que
podem ser de causas ambientais ou hereditarias. Atualmente o cancer é uma das doencas que
mais acomete e mata pessoas em todo o mundo, com perspectivas elevadas de incidéncia e
morte para 0s proximos anos. Esse cendrio descreve a importancia no desenvolvimento de
novas terapias para o tratamento da doenca (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA,
2018a; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE - OMS, 2018).

1.1. Epidemiologia do céncer

O desenvolvimento e uso de quimioterdpicos no tratamento do céncer tem revelado
avangos, com aumento da expectativa e qualidade de vida dos pacientes. No entanto, a
progressdo da resisténcia as terapias convencionais leva a uma constante pesquisa pela
ampliacdo e aprimoramento do tratamento desta doenca, especialmente pelo fato de sua
endemia global. De acordo com a Organizacdo Mundial da salide, o cancer € a segunda principal
causa de morte no mundo, representando 1 a cada 6 6bitos. Somente em 2015 foram reportadas
cerca de 8,8 milhGes de mortes relacionadas a doenca (OMS, 2018).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) disponibiliza relatérios
periddicos que descrevem dados de distribuicdo e mortalidade de neoplasias malignas em todo
o mundo (Figuras 1 e 2). De acordo com o Gltimo relatério, em 2012 foram reportados cerca 14
milhdes de novos casos. A expectativa é que esses valores aumentem significativamente até
2030, podendo chegar a 30 milhdes de novos diagndsticos, com taxa de mortalidade estimada
em 13 milhdes a cada ano (STEWART; WILD, 2014).
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Figura 1. Dados globais de incidéncia do cancer no ano de 2012.
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Fonte: Adaptado de Stewart e Wild (2014).

Figura 2. Dados globais de mortalidade por cancer no ano de 2012.
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De modo geral, a incidéncia do cancer é observada, em sua maioria, nos paises mais
desenvolvidos. Em regibes como América do Norte, Europa Ocidental, Japdo, Coreia do Sul,
Austrdlia e Nova Zelandia, predominam-se as neoplasias associadas a urbanizacdo e
desenvolvimento, tais como: cancer de pulmao, prostata, mama feminina, célon e reto. Em
paises de menor desenvolvimento é alta a ocorréncia de canceres relacionados a infecgdes,
como: cancer no colo do Utero, estdmago, eséfago e figado (FERLAY et al., 2012).

No Brasil, a partir de 2018, estima-se a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer a
cada ano (INCA, 2018a). O cancer de pele ndo melanoma esta no topo de maior incidéncia,
representando 170 mil novos casos, seguido dos canceres de préstata, pulmao, mama feminina,
cblon e reto. Também é preciso destacar alta prevaléncia dos canceres de colo de Utero,
estdbmago e esofago. Os indices de incidéncia quando ajustados por género e faixa etaria
correspondem as taxas de paises em desenvolvimento (INCA, 2018a). A Figura 3 descreve as
porcentagens da expectativa dos principais tipos de cancer, em homens e mulheres, previstos

para a populacgéo brasileira no biénio 2018-2019, de acordo com o INCA (2018a).

Figura 3. Estimativa dos cinco principais tipos de cancer em homens e mulheres no biénio 2018-2019

para o Brasil.
TAXA DE INCIRENCIA
BRASIL - 2018
HOMENS MULHERES
ORGAD % ORGAD %
PROSTATA 37 MAMA 295
PULMAO 87 INTESTINO 9.4
INTESTINO 81 COLO DE UTERQ 81
ESTOMAGO 63 PULMAD 62
CAVIDADEORAL 52 TIREGIDE 40

INCA, 2018

Fonte: Adaptado de INCA (2018a)
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1.2. Caracteristicas do cancer

1.2.1. Definigéo

Neoplasias benignas ou malignas sdo descritas como aglomerados anormais de células.
Sé&o originados da proliferacdo celular persistente, descontrolada e em excesso (ALBERTS et
al., 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

Neoplasias benignas séo descrita como tumores celulares com formato bem delimitado,
crescimento lento e expansivo. As células que compdem a massa tumoral sdao semelhantes as
dos tecidos normais. Além disso, ndo sdo capazes de invadir outros tecidos e 6rgdos. Esse tipo
de tumor, na maioria das vezes, apresenta baixa reincidéncia apos extracdo (ALBERTS et al.,
2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

As neoplasias malignas, também conhecidas como “céncer”, compreendem o conjunto
de doencas que apresenta como caracteristica comum o crescimento desordenado, agressivo e
incontrolavel de células, sendo capazes de invadir 6rgaos e tecidos, espalhando-se por diversas
regibes do corpo (metastase) (INCA, 2018b). A neoplasia estimula a proliferacdo de novos
vasos sanguineos e outros fatores que alteram as vias de sinalizagédo celular (ALBERTS et al.,
2011; DOXIE; IRISH, 2014). As caracteristicas que diferenciam os tipos de cancer sao
explicadas pela velocidade de multiplicacdo das células, capacidade metastatica e natureza
morfologica celular (INCA, 2018a, b).

1.2.2. Desenvolvimento e causas

As células anormais de cancer se desenvolvem fora de sua homeostasia tornando-se
imortalizadas. Além da imortalidade, outras caracteristicas que o difere de neoplasias benignas
sdo: crescimento rapido, potencial metastatico e agressividade da doenca. (ALBERTS et al.,
2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

A formacdo de tumores se inicia com exposicao do individuo a agentes carcinogénicos
que, a longo prazo, poderdo promover danos no DNA, acumulando mutacGes em genes que
regulam vias essenciais. As alteracdes genéticas promovem proliferaces descontroladas
responsaveis pela formacdo de tumores (Figura 4). Uma vez originada, a neoplasia primaria
(tumor no tecido original), passara por sucessivas etapas de divisdo celular, promovendo

mudancas morfologicas e metabolicas que, juntamente com alteragdes nas vias de sinalizacéo,



resultar& em invasdo, migracdo e metastase (HANAHAN; WEINBERG,

PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2014; VALASTYAN; WEINBERG, 2011)
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2000;

As causas do céncer sdo variadas, podendo estar relacionados as condi¢Bes (INCA,

2018b):

e Ambientais: exposic¢do a agentes quimicos, radiagdo solar, poluicdo, entre outros;

e Sociais e culturais: tabagismo, alcoolismo, dietas alimentares pobres em nutrientes, uso

de drogas e medicamentos, obesidade e comportamento sexual que favoreca a

contaminagdo por agentes sexualmente transmissiveis relacionados a incidéncia de

cancer, como: HPV (cancer no colo do Utero), HIV (sarcoma de Kaposi, cancer de lingua

e reto), Hepatite B (cancer de figado), HTLV-I (leucemias e linfoma de linfocito-T);

e Fatores genéticos pré-determinados, como mutacGes nos genes BRCAL1 e BRCA2,

relacionados a incidéncia do cancer de mama e mutacdes no gene supressor de tumor

p53 (INCA, 2018c).

Dentre todos os fatores que podem causar cancer, 80% estdo associados a contextos

ambientais (INCA, 2018b).

Figura 4. Processo de formacéo e desenvolvimento do cancer.
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Fonte: Adaptado de Maciel (2017)
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Segundo Hanahan e Weinberg (2000), a complexidade do cancer pode ser explicada por
hallmarks, que sdo caracteristicas comuns compartilhadas e que levam a transformacgédo de
células normais em células cancerosas. Estas caracteristicas compreendem aspectos como:

Autonomia em sinais de crescimento: células cancerosas tém capacidade de produzir a

prépria sinalizacdo autdcrina, ao contrario de células sadias que dependem de fatores de
crescimento para se multiplicarem (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010).

Insensibilidade aos supressores de crescimento: para monitorar a divisdo celular as

células sadias apresentam genes supressores de tumor que codificam proteinas que atuam
rigorosamente selecionando as células vidveis para divisdo e impedindo a multiplicacdo de
células que apresentem algum tipo de dano. No cancer, as proteinas supressoras de tumor
apresentam alteracOes que evitam a selecdo de células defeituosas. Outra caracteristica
relacionada aos sinais anti-crescimento é a auséncia de inibicdo de contato pelas células
cancerosas. Em células saudaveis, ocorre a parada da divisdo celular quando elas entram em
contato entre si. No entanto, nas células de cancer, o processo de mitose ndo apresenta inibicao
de contato e elas crescem e se dividem independente de seu entorno (MCCLATCHEY; YAP,
2012; WITSCH; SELA; YARDEN, 2010).

Resisténcia a morte celular: a morte celular programada, mais conhecida como

apoptose, € uma estratégia vantajosa, caracteristica de organismos multicelulares, e que
favorece a manutencdo do equilibrio celular por meio de estimulos fisiolégicos (GREEN,
2011). Esse sofisticado mecanismo € responsavel pela destruicdo de células e organelas ndo
funcionais, estruturas anatémicas ao longo da vida e sdo importantes na eliminacéo de celulas
danificadas, como é o caso das células cancerosas. O processo € altamente regulado e mediado
por receptores FaS e cascatas de protedlise (caspases) (HANAHAN; WEINBERG, 2000),
enquanto alguns membros da familia de proteinas Bcl-2 inibem esse processo (ADAMS;
CORY, 2007). As células cancerosas sdo capazes de contornar o sistema de controle, mesmo
quando possuem aberracdes. Esta caracteristica ocorre pela alteracdo dos mecanismos
detectores de danos e anormalidades, como: sinalizacdo intracelular inadequada e alteracfes
nas proteinas envolvidas na apoptose (ELMORE, 2007).

Potencial replicativo ilimitado: as células sadias ndo tém capacidade de se dividirem

infinitamente devido ao encurtamento dos telomeros em cada ciclo de divisdo celular. O
processo de encurtamento ativa a senescéncia de modo que a célula pare de se dividir. Células
de cancer sdo capazes de modular a expressao e atividade de enzimas que podem aumentar o

comprimento dos teldmeros, tornando-se capazes de se dividir indefinidamente sem iniciar a
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senescéncia. A desativacdo de proteinas supressoras de tumor pRB e p53, permite que as células
cancerosas continuem se duplicando (GREENBERG, 2005).
Inducdo angiogénica: o processo de angiogénese € descrito pela sintese de novos vasos

sanguineos que distribuem e liberam oxigénio e nutrientes para todas as células do corpo. As
células cancerigenas sdo capazes de orquestrar esse processo, garantindo que as células recebam
um suprimento continuo de oxigénio e nutrientes. Para isto, manipulam os fatores que inibem
e ativam a producdo de vasos sanguineos, controlados pelas células sadias (BERGERS;
BENJAMIN, 2003).

Invasdo tecidual e metastase: um dos atributos de células cancerosas € a capacidade da

célula priméaria em invadir o tecido adjacente, estimular a proliferacdo de vasos sanguineos,
migrar e sobreviver ao ambiente hostil circulatorio, se alojar em diversas regides do corpo, para
entdo, comecar a se multiplicar no novo tecido (TALMADGE; FIDLER, 2010). As células
cancerosas passam por uma infinidade de alteragdes para estarem aptas a metastase. O processo
ocorre em diversas etapas das quais participam proteinas reguladoras de transporte, invaséo e
adesdo celular (SUN et al., 2018). O potencial metastatico também configura a malignidade da
doenca, uma vez que neoplasias benignas possuem crescimento organizado, lento e apresentam
limites bem definidos (INCA, 2018c).

Hanahan e Weinberg (2011) incluiram 4 novas caracteristicas que compuseram a nova
geracdo de hallmarks, sdo elas:

Desregulacdo metabolica: as células de cancer sdo capazes de regular a glicolise e a

fermentacdo do acido latico, impossibilitando as mitocdndrias de completarem a respiracao
aerobica normalmente, esse processo contribui para a hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial impedindo o processo apoptético (FORREST, 2015).

Instabilidade gendmica e mutacdo: € comum celulas cancerosas apresentarem

anormalidades cromossémicas que se acentuam a medida que a doenca progride, favorecendo
o0 crescimento e invasdo tecidual, além de sofrerem mutac6es em uma velocidade muito maior
quando comparadas as células sadias (NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010).

Escape do sistema imune: células cancerosas sdo capazes de escapar da acdo do sistema

imunolégico, inibindo a atividade de células imunolégicas secretando TGF-3 e outros fatores
imunossupressores (YANG; PANG; MOSES, 2010).

Inflamacdo: descobertas recentes destacam o papel da inflamac&o crénica local na inducéo
de muitos tipos de cancer. A inflamacdo contribui para a angiogénese, favorecendo processos
metastaticos (PAGES et al., 2010).
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Todos esses fatores associados descrevem uma maior complexidade no
desenvolvimento e crescimento de tumores. O que antes era tido como um conjunto de células
alteradas em proliferacdo (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010), hoje é compreendido como um
microambiente onde hé interacdo de elementos celulares e moleculares que sdo determinantes
na progressdo tumoral. O microambiente tumoral inclui os vasos sanguineos adjacentes, células
do sistema imunoldgico, fibroblastos, linfocitos, moléculas sinalizadoras, matriz extracelular,
entre outros componentes (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Os tumores tém potencial de
controlar o microambiente enviando sinais extracelulares que favorecem 0 processo
angiogénico que serd determinante na formagdo de metéstase.

A Figura 5 descreve os Hallmarks propostos por Hanahan e Weinberg (2011) dos quais
sdo fundamentais para a formacdo e desenvolvimento de tumores, além de serem a base para a
formacdo do microambiente tumoral.

Figura 5. Hallmarks que atuam na formacao do microambiente tumoral.
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011)
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1.2.3. Metéstase

Uma vez formada a massa tumoral, as células cancerigenas, na maioria das vezes,
podem se desprender do tumor original e se alojar em outros tecidos e 6rgéaos, originando novos
tumores (Figura 6). Esse novo tumor é denominado metastatico (BROOKS et al., 2010;
FIDLER, 2003; GEIGER; PEEPER, 2009).

A incidéncia e a evolucdo da metéstase estdo relacionadas com o tipo de cancer, grau da
doenca, tamanho e localizacdo do tumor primario e resposta ao tratamento. A ocorréncia pode
se dar de forma répida, espalhando-se por diversas regifes do corpo, ou lentamente, levando
cerca de anos para ser diagnosticada (GEIGER; PEEPER, 2009; PERRET; CREPIN, 2008).
Um dos maiores desafios atuais da quimioterapia € a eliminacdo de metastases, 0 que leva a um
prognostico desencorajador, classificando a neoplasia no seu risco mais alto (CHEN et al.,
2017; COOPERBERG; BROERING; CARROLL, 2009), uma vez que a metastase compreende
a maior causa de morte por cancer (PERRET; CREPIN, 2008).

As falhas nos pontos de controle durante a replicacdo celular e falhas nas vias de
sinalizagdo, séo fatores biologicos associados ao surgimento de metastase.

As ceélulas cancerigenas mantém intimo contato com seu ambiente tumoral. As
metaloproteinases (MMPS) séo enzimas proteoliticas importantes para a degradacdo da matriz
extracelular e sua acdo e fundamental para a migracéo e invasdo das células tumorais em outros
tecidos (HANAHAN; WEINBERG, 2011; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2014,
VALASTYAN; WEINBERG, 2011). Além das MMPs, outro mecanismo essencial para 0s
processos metastaticos sdo os fatores angiogénicos que atuam como indutores na formacéao de
vasos sanguineos e linfaticos. Seu papel € muito importante na irrigacdo do tumor, invasao e
migracdo celular na corrente sanguinea (JOYCE; POLLARD, 2009).
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Figura 6. Processo de formacéo de metéastase.
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1.3. Tipos de cancer
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A prostata € uma glandula exocrina do tamanho de uma noz, localizada entre a bexiga

e a pélvis masculina, compondo parte do sistema reprodutor do homem. A funcéo da prostata

humana é produzir e armazenar um fluido alcalino que, juntamente com o liquido seminal,
compde o sémen (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1991)

Dados da IARC revelam que o cancer de prostata (CaP) é o segundo tipo mais comum

em homens e o quarto quando sdo considerados ambos 0s sexos. Em 2012 representou o quinto
lugar como principal causa de morte por cancer em homens no mundo (STEWART; WILD,

2014). A incidéncia é observada, com maior frequéncia, nos paises mais desenvolvidos devido

a alta expectativa de vida, uma vez que o CaP ocorre, cerca de 75% dos casos, em homens
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acima dos 65 anos de idade. No Brasil, estima-se um risco de 66,12 novos casos para cada 100
mil homens no biénio 2018-2019 (INCA, 2018a).

Os hormdnios androgenos sdo essenciais na homeostase da prdstata e a eventos que
levam ao seu desenvolvimento (MARKER et al., 2003). Tumores prostaticos também s&o
dependentes do estimulo andrégeno para crescimento, em especial a testosterona e di-
hidrotestosterona, com isso, a primeira forma de tratamento da doenca é a terapia de supressdo
androgénica, na qual se baseia na utilizacdo de compostos antagonistas do receptor andrégeno
que atuam cessando a proliferagédo celular (ANDERSON, 2003). No entanto, grande parte dos
pacientes apresenta resisténcia a terapia de supressdo androgénica, caracterizada pela inibicdo
da afinidade entre o dominio de ligacdo do receptor andrégeno com o receptor do hormdnio em
questdo. Neste caso, 0 diagnostico passa a ser de cancer de préstata resistente a castragéo,
descrito como crescimento tumoral progressivo independente de testosterona (BERTHOLD et
al., 2008), sendo necessarios outros metodos terapéuticos.

Esse cenario justifica a necessidade de avancos em pesquisas voltadas para terapias que

sejam independentes da sinalizacdo hormonal.

1.3.2. Cancer de figado

O figado, localizado do lado direito do abdémen, é a maior glandula e o segundo maior
orgao do corpo humano, sua menor porcao € composta por células epiteliais dispostas em forma
de placas denominadas hepatécitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). O figado apresenta
funcéo secretora enddcrina (secretando substancias diretamente para outros 6rgéos) e exdcrina
(liberando substancias na corrente sanguinea). Dentre as principais funcdes, pode-se destacar:
secrecdo de bile; armazenamento de glicose; producdo de proteinas como a albumina;
desintoxicacdo do organismo; sintese de colesterol; transformacdo de amdnia em ureia e
filtracdo de microrganismos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; SHINONI, 2006).

O hepatocarcinoma (HC) é a neoplasia mais comum do figado, deriva de células
hepéticas primarias e se caracteriza por mutacGes genéticas que causam crescimento celular
desordenado. Essas mutacdes podem decorrer de agentes externos ou pela multiplicacdo celular
decorrente da regeneracao cronica da hepatite, o que possibilita a ocorréncia de erros durante a
replicacdo celular (ANTONIO GOMES et al., 2013).

O HC esté entre os tipos de cancer mais graves, pois 0s sintomas costumam aparecer

em estagios mais avangados. Os principais fatores de risco incluem: exposi¢cdo a agentes
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infecciosos como hepatite B e C; cirrose hepética e abuso de alcool (OYAGBEMI; AZEEZ;
SABA, 2010).

Em 2015, o cancer de figado alcangou a sexta posicdo em incidéncia e ficou em quarto
lugar no ranking de 6bitos em todo o mundo. A ocorréncia é observada, em sua maioria, nos
paises em desenvolvimento, onde ha endemia do virus da hepatite, porém é notério o aumento
da incidéncia nos paises mais desenvolvidos (GLOBAL BURDEN OF DISEASE CANCER
COLLABORATION, 2017).

Atualmente, uma das Unicas terapias conhecidas para o tratamento de pacientes com HC
agressivo é o Sorafenib. Essa substancia é inibidora da tirosina quinase e induz o processo de
autofagia, o que favorece a supressdo do crescimento tumoral (LANG, 2008). No entanto, ainda
ha necessidade de ampliacdo de estudos nessa area para que as terapias atuais sejam refinadas
e novas estratégias terapéuticas sejam desenvolvidas, uma vez que o indice de mortalidade é

elevado.

1.3.3. Cancer de mama

A mama é um érgéo par que possui formato esférico ou conico, mais proeminente nas
mulheres devido ao volume da glandula mamaria. Ela se localiza sob a musculatura peitoral e
se estende da segunda a sexta costela no plano vertical e do esterno a linha axilar anterior no
plano horizontal. A forma, o tamanho, a consisténcia e 0s aspectos variam em cada individuo
(MOORE; DALLEY; AGUR, 2014). A parte externa do seio € composta por uma regido
proeminente e mais escurecida denominada mamilo, onde convergem os canais da glandula
mamaria que estao dispostos no interior do 6rgdo. Ao redor do mamilo, encontra-se uma regiao
circular denominada aréola que apresenta coloracdo mais pigmentada quando comparada ao
restante da pele. A regido interna do seio é composta por glandulas mamarias em forma de
cachos, contendo de 15 a 20 I6bulos (glandulas produtoras de leite), separados por acumulo de
tecido adiposo, por ductos que transportam o leite dos lobos ao mamilo e pelo estroma, que é
uma juncdo de tecido adiposo e tecido conjuntivo que envolve os ductos, lébulos, vasos
sanguineos e linfaticos (MOORE; DALLEY; AGUR, 2014).

De acordo com os dados do INCA (2018a), o cancer de mama é o segundo mais
incidente no mundo, totalizando 25% de novas ocorréncias em 2012 com 522 mil casos de
morte (14,7% do total de Obitos).

Nas mulheres, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, o de mama é o lider de

incidéncia e morte. No Brasil, estima-se cerca de 60 mil novos casos no biénio 2018-2019



39

(INCA, 2018a). Em homens a incidéncia &€ muito menor, cerca de 1:100 quando comparado
com a incidéncia em mulheres (HOSPITAL DE AMOR, 2015).

Diversos fatores estdo relacionados quanto ao desenvolvimento do cancer de mama.
Mulheres com idade avancada sdo mais propensas a doenca devido ao acimulo de exposicdes
ao longo da vida, além das proprias alteracdes bioldgicas (FERLAY et al., 2013). Mutagdes em
determinados genes, como BRCAL e BRCA2, que podem ser herdadas, correspondem a um
histérico familiar de risco (INCA, 2018c).

Além disso, fatores endédcrinos como o estimulo do hormdnio estrogénio produzido pelo
préprio organismo ou ingerido, também compdem os aspectos relacionados a ocorréncia dessa
neoplasia. Esses fatores incluem: menarca precoce (primeira menstruacéo antes dos 12 anos);
menopausa tardia (apds os 55 anos); primeira gravidez apés os 30 anos; nuliparidade (auséncia
filhos); e uso de contraceptivos orais e de terapia de reposicdo hormonal pos-menopausa,
especialmente se por tempo prolongado (INCA, 2018a). A IARC considera o uso de
contraceptivos um fator de risco para o cancer de mama (STEWART; WILD, 2014). Aléem
disso, fatores comportamentais e ambientais podem estar associados a incidéncia da doenca,
como ingestdo de bebidas alcodlicas, tabagismo, obesidade apds a menopausa e exposicao a

radiacdo ionizante.

1.4. Ensaios Celulares

A descoberta de farmacos esta baseada em varias etapas de caracterizacdo da atividade
biologica de novas substancias bioativas (LEITAO; MONTANARI; MONTANARI 2011).
Ensaios in vitro, além de fornecerem respostas rapidas, contribuirem para a reducao de custos
(SANTOS, 2009). Dentre os diversos ensaios possiveis de serem executados, os estudos
celulares apresentam grande relevancia e sdo aplicados como as primeiras triagens realizadas
em um organismo vivo (LEITAO; MONTANARI; MONTANARI, 2011).

Os ensaios celulares sdo importantes para o estudo de novas substancias bioativas
devido a possibilidade de identificacdo de estruturas quimicas que atuam como novos ou
inesperados mecanismos de acdo, além do seu uso em ensaios para a confirmagdo do
mecanismo inicialmente observado em estudos bioquimicos (CRUZ et al., 2017; GARCIA et
al., 2017).

Neste trabalho, ensaios celulares relacionados ao estudo de substancias antineoplasicas
foram aplicados para entender a atividade e resposta biolégica proveniente do estudo de terapia
combinada (WALI et al., 2017).
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1.5. Substancias quimicas

1.5.1. Substancias de referéncia

1.5.1.1. Inibidores da via PI3K-AKT-mTOR

Algumas das substancias quimicas estudadas nesse trabalho envolvem inibidores de
quinases da via PI3BK-AKT-mTOR. Essa via (Figura 7) desempenha um papel estratégico em
diversos processos celulares, como metabolismo, diferenciagdo e angiogénese (GOMEZ-
PINILLOS; FERRARI, 2012). Estudos mostram que a alta expresséo dessa via e sua elevada
atividade estdo associadas a alta capacidade proliferativa, tornando mTOR um alvo terapéutico
atraente para diversos tipos de cancer (ZONCU; EFEY AN; SABATINI, 2011).

O alvo da rapamicina em mamiferos, descrita como mTOR no inglés, € uma proteina
quinase (serina/treonina) que em mamiferos é codificada pelo gene mTOR e é expressa em
quase todas as celulas. A mTOR integra parte de uma rota bioquimica que incorpora sinais intra
e extracelulares. Seu papel é fundamental no crescimento, sobrevivéncia e regulacdo do
metabolismo celular em resposta a hormdnios, fatores de crescimento, nutrientes e sinais de
estresse (FOSTER; FINGAR, 2010). Pesquisas recentes descrevem sua relagdo com diversas
patologias, incluindo cancer de mama, prostata, pulmdo, melanoma, bexiga, cérebro e
carcinoma renal (XU; LIU; WEI, 2014), o que torna interessante o aprofundamento de
pesquisas e uso de inibidores para essa via.

A PI3K compde uma familia de quinases importantes na fosforilacdo do grupo hidroxila
3’-fosfatidilinositol. Diferentes sinais estimulam a acdo da PI3K por meio de receptores
tirosina-quinases, receptores acoplados a proteina G e oncogénese (LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010).

Quando estimulada, a unidade catalitica da PI3K converte o fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que atua no recrutamento de
proteinas para a membrana celular, incluindo a PDK1 e a AKT (LEMMON; SCHLESSINGER,
2010). A proteina supressora de tumor PTEN desfosforila a PIP3, revertendo o processo.

O mecanismo de recrutamento da proteina AKT faz com que a mesma seja ativada. Essa
ativacao permite que AKT fosforile efetores (TSC2 e TSC1, GSK3, FOXO, p27, BAD e eNOS)
relacionados com processos de regulacdo, crescimento, sobrevivéncia proliferagéo,
metabolismo e angiogénese (MANNING; CANTLEY, 2007). A PI3K também é capaz de atuar
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diretamente na ativagdo do complexo mTORC2 por meio do recrutamento de ribossomos e a
promogcé&o de sua ligagdo com o complexo (ZINZALLA et al., 2011).

Como ja mencionado, a AKT é ativada por PIP3, determinando sua mudanca
conformacional (ZINZALLA et al., 2011). AKT contém um dominio central de quinase com
um residuo de treonina (T308) que se liga & PDK1 e um dominio terminal C-terminal (S473)
que, subsequentemente se liga ao complexo mTOR (SARBASSQV, 2005).

A mTOR interage com outras proteinas levando a formagéo de dois complexos proteicos
distintos denominados MTORC1 e mTORC2 (CONCIATORI et al., 2018). O mTORC1 surge
da interacdo mTOR com as proteinas Raptor, mLST8 e PRAS40. E responsavel pela regulacio
de efetores como: SK6, elF4E e 4E-BP1 ativados por fosforilagdo. O fosfo-S6K (p-SK6)
interage com outras proteinas ribossomicas e fatores de crescimento que melhoram a acéo dos
MRNASs na sintese proteica. A fosforilagdo do inibidor 4EBP1 por mTORC1 promove a
dissociacdo de elF4E e, assim, facilita o inicio da traducdo dependente de elF4E. Essa cascata
de eventos regula a proliferagdo celular, angiogénese, metabolismo energético e processos
metastaticos (ANTONUZZO et al., 2017).

O complexo mTORC2 é composto por mTOR e as proteinas: mLST8, Protor, Rictor e
mSINL1. A ativacdo de sua funcao regulatoria é descrita pela acdo de fatores de crescimento,
ligantes do receptor acoplados a proteina G e citocinas (JACINTO et al., 2004). A mTORC2
regula a sobrevivéncia celular, o remodelamento do citoesqueleto e a migracdo celular
(JACINTO et al., 2004).
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Figura 7. Representacdo da via de sinalizagdo mTOR.
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Fonte: Adaptado de Benjamin (2011)

A descricdo da mTOR ocorreu ap0s o descobrimento da substancia rapamicina, isolada
em 1970 como metabolito secundario da bactéria Streptomyces hygroscopicus, proveniente de
uma amostra de solo da Ilha de Pascoa (VEZINA; KUDELSKI; SEHGAL, 1975). Notou-se
gue a rapamicina possuia atividade antitumoral e imunossupressora em células de mamiferos
(HOUCHENS et al., 1983).

O mecanismo de agdo dessa substancia se da pela inibicdo alostérica no dominio FRB
da mTOR, essa inibicdo evita a fosforilagdo de efetores que impedem a sintese proteica e
proliferacdo celular, fazendo que células se mantenham na fase G1 do ciclo celular (GOMEZ-
PINILLOS; FERRARI, 2012).

Devido ao seu efeito, a rapamicina passou a ser utilizada como modelo clinico. Com o
avanco das pesquisas sobre o0 mecanismo da via mTOR, outras substancias foram sintetizadas
com a finalidade de explorar o sitio ativo da via PI3K-AKT-mTOR.
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O BEZ 235 (também conhecido como dactolisib) € um potente e seletivo duplo inibidor
de PIBK/mTOR classe 1. Sabe-se que esse composto se liga ao sitio do ATP na PI3K e mTOR,
inibindo sua acdo. Ensaios com marcacdo imunoldgica nas quinases demonstraram que 0
composto atua em ambos complexos da mTOR (SERRA et al., 2008). A atividade clinica de
BEZ235 foi observada em hepatocarcinoma (OU et al., 2014), cancer de mama (FATEHI,
SOLTANI; GHATREHSAMANI, 2018) e pulmdo (XIAO et al., 2018). Um tumor possui
complexas interagdes de multiplas vias de sinalizacdo e a busca por inibidores que possam atuar
simultaneamente em variados alvos pode resultar em uma melhor resposta bioldgica e em maior
potencial terapéutico, por isso inibidores duplos da via PI3K-mTOR, como BEZ 235, tém sido
usados como candidatos a agentes antineoplasicos.

Assim como BEZ 235, NVP-BKM120 (buparlisib) também atua como inibidor
competitivo ao ATP em PI3K classe 1 e sua agdo citostatica foi constatada em linhagens de
cancer de prostata e mama (BURGER et al., 2011).

Uma terceira substancia quimica relevante em estudos contra o cancer ¢ o AZD-8055,
pois sua acdo ocorre diretamente no dominio ATP da mTOR. Uma caracteristica a ser destacada
é sua atividade em ambos complexos mTOR e suas proteinas efetoras (CHRESTA et al., 2010).

A Figura 8 destaca a por¢ao em que cada inibidor avaliado nesse trabalho atua na via de

sinalizacdo PI3K-AKT-mTOR, bem como as estruturas quimicas dos mesmos.
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Figura 8. Esquema simplificado da atuagio dos inibidores da via de sinalizagdo PI3K-AKT-mTOR e

suas estruturas quimicas
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Fonte: Adaptado de Selleckchem (2018)

1.5.1.2 Demais substéancias antineoplasicas

a) Doxorrubicina

A doxorrubicina (Figura 9) é uma substancia quimica utilizada no tratamento de
pacientes com cancer. O mecanismo de acdo desse agente ainda ndo esta muito claro, contudo,
estudos relacionam suas atividades a producdo elevada de ceramida, formacdo de adutos de
DNA, estresse oxidativo e inibicdo da enzima Topoisomerase 11 no processo de replicacdo do
DNA (THORN et al., 2011). No entanto, a doxorrubicina apresenta diversos efeitos colaterais
como perda de cabelo, supressdo da medula 6ssea, vomitos, erupgdo cutanea e inflamagdo na
boca (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013).

Efeitos mais graves causados por essa substancia incluem: cardiopatia, reagdes alérgicas

(anafilaxia), dano tecidual no local da injec&o e leucemia relacionada ao tratamento (THORN
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et al., 2011). Apesar dos efeitos colaterais, a doxorrubicina estd na lista dos medicamentos
essenciais da Organizagdo Mundial da Saude devido a sua a¢do (WHO MODEL LIST OF
ESSENTIAL MEDICINES, 2015). Esse agente antineoplasico induz a parada da replicacdo das
células independente da fase do ciclo celular. Pesquisas relacionam sua forma reduzida com o
dano no DNA ao liberar radicais livres e superoxidos (SENCHENKOV; LITVAK; CABOT,
2001; STRIGUN et al., 2012).

No trabalho de (EL-GOHARY; SHAABAN, 2018), foi demonstrada a potente acdo da
doxorrubicina em hepatocarcinoma (linhagem HepGz2), cancer de mama e Hela.

Outras pesquisas corroboram a acdo da doxorrubicina em linhagem de hepatocarcinoma
(GAMBARI et al., 2014; X1A et al., 2018) e cancer de préstata (PC-3) (TAGHDISI et al., 2018)
relevando resultados positivos de citotoxicidade.

b) Brometo de sepantronio (YM-155)

Outro agente antineoplasico utilizado em terapias contra o cancer € o0 YM-155 (Brometo
de Sepantronio — Figura 9). Essa substancia atua na inibicdo da producéo da proteina survivina,
codificada pelo gene BIRCS, responsavel por inibir a ativagdo de caspases, favorecendo
processos apoptoticos (SAH et al., 2006). Estudos relatam que a survivina € altamente expressa
em diversas linhagens de tumores malignos como: pulmio (MONZO et al., 1999), mama
(TANAKA et al., 2000), pancreas (LIGGINS et al., 2003) e prostata (KRAJEWSKA et al.,
2003).

No céancer de préstata é observado o papel estratégico da survivina na sobrevivéncia do
cancer, uma vez que a mesma nao € expressa em células epiteliais secretoras sadias da prostata
e esta superexpressa em células cancerosas (MCELENY et al., 2002).

Juntamente com a doxorrubicina, 0 YM-155 foi utilizado como controle positivo nesse

estudo.
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Figura 9. Representacdo estrutural da doxorrubicina e YM 155.
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Fonte: Adaptado de Selleckchem (2018)

1.5.2. Substancias de interesse

O grupo de quimica medicinal (NEQUIMED), vinculado ao Instituto de Quimica de Séo
Carlos, na Universidade de Sao Paulo (IQSC-USP), atua no planejamento, sintese e avaliacéo
de substancias bioativas com efeito antineoplasico e antiparasitario, contribuindo com o
desenvolvimento de novas substancias quimicas bioativas que atuam no combate ao cancer e
doencas tropicais negligenciadas (AVELAR et al., 2015).

Diversas moléculas sdo utilizadas como referéncia para o planejamento de novas
substancias quimicas. Sendo assim, grupo NEQUIMED desenvolveu um painel com 25
substancias bioativas com a finalidade de testar a atividade antineoplasica desses compostos.
Todas as substancias quimicas desenvolvidas pelo grupo NEQUIMED utilizam o prefixo Neq0,
seguido do nimero que nomeia a molécula em questdo (Ex: Neq0779).

O metodo racional para desenvolvimento dos trabalhos é o planejamento baseado em
hipdtese. Neste tipo de trabalho, uma hipotese inicial é estabelecida, por exemplo, dipeptidil
nitrilas que inibiem catepsina L humanas também serdo inibidoras de cruzaina para o
Trypanosoma cruzi. Um ciclo hipotese-sintese-teste-analise € entdo estabelecido. Alguns
derivados mais simples sdo inicialmente testados. Caso a hipotese seja valida, novos derivados
serdo sintetizados para continuar a sintese. No nosso grupo, a sintese dos compostos é
estabelecida a partir do planejamento computacional, sendo a estrutura tridimensional da
enzima usada como base para observacdo de um possivel modo de intera¢do. O grupo ja obteve

estruturas cristalograficas de raios X de complexos com a enzima cruzaina e dipeptidil nitrilas
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(AVELAR et al., 2015) com a identificagio do modo de interagdo. Desta forma, novos
derivados sdo planejados a partir da estrutura cristalografica, observado os residuos de
aminoacidos que podem ser usados para interacdes intermoleculares com o ligante. Por
exemplo, adicona-se um grupo doador de ligacdo de hidrogénio para interagir com um
aminoacido aceitador de ligacdo hidrogénio. Um planejamento deste foi feito para um dos
subsitios da cruzaina, como o0 S3 (CIANNI et al., 2018).

No caso dos inibidores de quinases, as substancias foram adquiridas comercialmente da
empresa ChemDiv e foram selecionadas a partir do metodo computacional estabelecido no
artigo (SAIDEL et al., 2017).

Das 25 substancias, houve uma divisdo entre dois grupos dependendo da resposta
fenotipica em termos da atividade citotoxica (contendo 9 substancias) ou atividade citostatica
(constando 16 substancias), baseado em dados previamente obtidos da literatura e de
experimentos realizados no grupo de pesquisa. A seguir, cada série é analisada separadamente
de acordo com sua finalidade.

A primeira série foi testada quanto a sua atividade citotdxica, com substancias capazes
de inibir a via PI3K-AKT-mTOR, conforme mencionado no item 1.5.1.1, compreendendo 0s
compostos Neq0438, Neq0440, Neq0604, Neq0605, Neq0678, Neq0679, Neq0680 (Figura 10).

No caso de Neq0438 e Neq0440, a atividade anti-mTOR foi previamente estabelecida
para a linhagem de cancer de prostata PC-3, bem como sua citotoxicidade (SAIDEL et al.,
2017). Neste trabalho, a atividade dessas moléculas foi testada em outras linhagens com a
finalidade de observar se a atividade € restrita a PC-3 ou se abrangem as demais linhagens.

O Neq0417 é a mesma molécula que a ciprofloxacina e 0 Neq0418 é a indometacina,
ambos sdo farmacos amplamente estudados em terapia combinada com o antineoplasico
cisplatina. A ciprofloxacina € um composto quimico que compde a geracdo de
fluoroquinolonas, antibioticos utilizados na medicina humana e veterinaria (MA; ROW, 2019),
enquanto que a indometacina apresenta atividade anti-inflamatdria por meio da inibicdo das
ciclo-oxigenases, sendo usada para o tratamento do reumatismo, dentre outras doencas. A a¢édo
terapéutica da ciprofloxacina e indometacina esta relacionada com o bloqueio de metnases no
processo de clivagem de DNA (MA; ROW, 2019). Por sua vez, metnases compreendem
proteinas de reparo ao DNA presentes apenas em primatas antropoides e estdo superexpressas
em linhagens de cancer (WILLIAMSON et al., 2012).

Metnases atuam na unido final ndo homologa do DNA (nonhomologous end joining) e
promovem interagdes gendmica com o DNA exdgeno devido a interagcdo com a enzima DNA

ligase. Elas também auxiliam a reinicializacdo da forquilna de replicacdo, interagem e



48

estimulam a decatenagdo do cromossomo dependente da topoisomerase Il e regulam a
sensibilidade celular aos inibidores da topoisomerase utilizados como quimioterapicos para o
cancer (SHAHEEN et al., 2010).

Estudos demonstram que a agdo da metnase diminui a sensibilidade das células
cancerosas a quimioterapia. Observou-se que em células de cancer de mama a repressao de
metnases tornam as células vulneraveis a antraciclina e adriamicina (WRAY et al., 2009) e em
leucemia aguda as metnases diminuem a sensibilidade ao farmaco etoposideo (MA; ROW,
2019). Assim, dado que metnases sdo superexpressas em células cancerosas e sua acdo esta
relacionada com a resisténcia ao quimioterapico, estudos com substancias capazes de inibir sua
atividade sdo alvos clinicos atraentes para terapia contra o cancer. Portanto, a ciprofloxacina e
a indometacina foram selecionadas para o estudo citotoxico neste trabalho, sendo adquiridas da

Selleckchem.

Figura 10. Estruturas quimicas das substancias testadas quanto a atividade citotoxica.
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O segundo conjunto com 16 substancias, previamente sintetizado pelo doutorando
Lorenzo Cianni, foi testado para analisar a atividade antimetastatica por meio do ensaio de
fechamento de risca (wound healing) e compreende uma série de sulfonamidas derivadas de
dipeptidil nitrilas (Figura 11). As dipeptidil nitrilas tém apresentado atividade citostética e
antimetastatica, inibindo a atividade de proteases que, juntamente com outros componentes de
membrana, atuam na degradacéo de proteinas da membrana extracelular (CRUZ et al., 2017).
A atividade desses inibidores foi observada em ensaios in vitro realizados anteriormente em
nosso grupo para a linhagem de cancer de pancreas MIA PaCa-2. Além disto, no estudo de
administracdo combinada com gencitabina, foi observada sinergia em uma das condicGes
testadas in vitro (QUILLES et al., 2019). Desta forma, o estudo para estas novas substancias
teve como foco a analise da sua atividade citostatica e o seu uso combinado com agentes

citotoxicos para verificar uma possivel sinergia.
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Figura 11. Derivados de dipeptidil nitrilas testados na analise citostatica.
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2. OBJETIVOS

O objetivo central desse trabalho foi avaliar a atividade de novas substancias bioativas
com acdo antineoplasica em linhagens de cancer de mama, préstata e figado e aplica-las em
estudo de terapia combinada com substéncias quimicas que ja foram descritas na literatura e
sdo amplamente utilizadas na terapia contra o cancer. Para isso foram estabelecidos objetivos

secundarios, como:

Triagem de todas as amostras nas linhagens de cancer de mama, prostata e figado para

determinar a citotoxicidade;

e Obtencdo da curva concentracdo-resposta, determinacdo do ICso e seletividade das
amostras com caracteristicas citotoxicas (substancias de referéncia e substancias de
interesse com efeito citotdxico);

e Analise de inibicdo da migracdo celular induzida pelas novas substancias bioativas com
atividade citostatica, desenvolvidas pelo grupo NEQUIMED;

e Estudo de terapia combinada com as substancias que se mostraram mais promissoras no

ensaio de migracdo com as substancias de atividade citotoxica mais seletivas para cada

linhagem tumoral.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Materiais

Meios de Cultura Celular DMEM (meio Dulbecco MEM em p6) e F12K (nutriente
HAM F-12, em frasco de 500 mL), Tampdo Fosfato Salino (PBS) e
Penicilina/Estreptomicina — adquiridos da Cultilab®;
Soro Feral Bovino (FBS), solu¢do 0,25% de tripsina com EDTA e
Penicilina/Estreptomicina — adquiridos da Vitrocell®;

D-Glicose, Bicarbonato de Sodio (NaHCO3), dimetilsulfoxido (DMSO), dodecilsulfato
de sodio (SDS), acido acético glacial (99,7%), brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -
2,5- difeniltetrazdlio (MTT) — adquiridos da Sigma Aldrich®;

Capela de fluxo laminar vertical classe 11 - Pachane PCR Pachane®;
Centrifuga microprocessada (Quimis®);

Mesa agitadora (Quimis®);

Sistema robotizado Microlab Nimbus Hamilton (Hamilton Company®);

Micro balanca Sartorius CPA26P (Sartorius®);

Leitor de microplacas multidetector BioTek™ Synergy HT (BioTek Instruments,
Inc.®);

As linhagens celulares: HepG2, DU 145, PC-3, MDA-MB-231 e Balb/C 3T3 clone A31,
cultivadas no laboratorio e mantidas em uma estufa imida a 37 °C e 5% de COz, foram
adquiridos do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).

As substancias quimicas (Tabela 1): doxorrubicina, YM-155 (brometo de sepantrdnio),

Rapamicina, AZD-8055, BEZ235 e NVP-BKM120 foram adquiridas da Selleckchem
LLC, EUA. As novas substancias testadas (codificadas como Neq, Tabela 1) foram

sintetizadas e caracterizadas previamente.
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Tabela 1. Substancias quimicas utilizadas nos ensaios celulares.

Substancias de interesse
Substancias de referéncia _ i _ i
Inibidores de quinase Inibidores de Cisteino proteases
AZD-8055 0417 0605 0779 0784 0832 0851

BEZ 235 0418 0678 0780 0827 0837
Doxorrubicina 0438 0679 0781 0828 0838
NVP-BKM 120 0440 0680 0782 0830 0848
Rapamicina 0604 0783 0831 0850

Fonte: A autora.

3.1.1. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram: DMEM para as linhagens MDA-MB-231; DU
145; HepG2 e Balb/C 3T3 clone A31 e 0 meio F12-K para a linhagem PC-3. O DMEM
(suplementado com 3,5 g glicose / 1,5 g NaHCOs3) e o F12-K (suplementado com 1,5 g
NaHCOz3) foram preparados e complementados com 10% de soro fetal bovino (v/v) e 1% de
solugdo penicilina/estreptomicina (v/v), em seguida filtrados e mantidos sob refrigeracdo a

temperatura de 8 °C.

3.1.2. Linhagens celulares

Nesse estudo foram utilizadas quatro linhagens tumorais e uma linhagem de células sadias

utilizada como controle, sendo:

e HepG2 (linhagem humana de hepatocarcinoma de figado); apresenta expressao génica
similar as neoplasias retiradas de pacientes, como expressdo de receptores de superficie
celular especificos de hepatdcitos, sintese e secrecdo de proteinas plasmaticas, além de
um alto grau de diferenciacdo morfoldgica (CHEN et al., 2015; XIA et al., 2013);

e DU 145 (linhagem de prostata humana metastatica para o cérebro); PC-3 (linhagem de
prostata humana metastatica para o 0sso). Ambas hormdnio independentes e de
morfologia distintas (CUNNINGHAM; YOU, 2015);

e MDA-MB-231 (linhagem humana derivada de metéstase pleural de um adenocarcinoma
mamario). Sao descritas como triplo negativas, ou seja, ndo expressam receptores de

estrégeno (ER-), receptores de progesterona (PR-) ou receptores do tipo 2 do fator de
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crescimento epidérmico humano (HER2-), tendo crescimento acelerado e maior
resisténcia as terapias convencionais, uma vez que ndo apresentam um alvo molecular
especifico (HOLLIDAY; SPEIRS, 2011; MILANEZI; CARVALHO; SCHMITT,
2008);

Balb/C 3T3 clone A31 (fibroblasto de camundongo — Mus musculus) utilizada como
controle. A escolha do fibroblasto de camundongo como controle para essa pesquisa foi
baseada testes de toxicidade in vitro que demonstraram sua confiabilidade para a
validacdo de amostras (INTER-ORGANIZATIONAL PROGRAMME FOR THE
SOUND MANAGEMENT OF CHECMICALS, 2010). Além disso, a linhagem Balb/C
3T3 clone A31 tem sido amplamente abordada em estudos citotoxicidade (CRUZ et al.,
2017; GOMES et al., 2018; SMITH, ALEXANDER, 2005)

As linhagens celulares foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ)

e estdo descritas na Figura 12. As imagens foram feitas pela autora desse trabalho com as

linhagens celulares utilizadas no estudo. Para a obtencédo das imagens, foi utilizando o software

Motic Images Plus 2.0 e um microscopio invertido no aumento de 10 vezes na objetiva.
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Figura 12. Morfologia das linhagens celulares utilizadas nesse estudo.
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3.2. Método

3.2.1. Manutencéo celular

A manutencdo das células se iniciou com o descongelamento da linhagem de interesse
armazenada a -80 °C em tubos criogénicos de 1 mL (com 90% de FBS e 10% de DMSO) na
concentragdo de 1x108 células/mL. O descongelamento foi feito rapidamente em banho-maria
a 37 °C, em seguida a substancia presente no tubo criogénico foi transferida para um tubo de
centrifuga de 15 mL contendo 9 mL de meio de cultura e centrifugada durante 5 minutos a 1500
rpm (300 g). Apds a centrifugagdo, foi retirado o sobrenadante e o pellet formado foi
ressuspenso em meio de cultura para, entdo, ser transferido para frascos contendo 10 mL de
meio de cultura. Os frascos contendo a cultura celular diluida em meio, foram incubados em
estufa imida a 37 °C e 5% de CO». A troca do meio de cultura foi realizada a cada 2 dias, até
atingirem confluéncia de 80%, em seguida foi feita a passagem das células para um novo frasco

ou foram utilizadas para os respectivos ensaios.

3.2.2. Analise da citotoxicidade - viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular pelo método colorimétrico MTT foi utilizado para a
triagem das substancias quimicas; para obtencdo da curva concentracdo-resposta e estudo de
terapia combinada, que serdo detalhados adiante.

O MTT € um sal de tetrazélio amarelo e solivel em meio aquoso e quando em contato
com células vivas se reduz, com o auxilio de uma enzima redutase, aos cristais de formazan,
sendo este um sélido roxo e insolivel em meio aquoso (LIU et al., 2002).

A triagem das substancias quimicas, realizada pelo ensaio de viabilidade celular, teve
como objetivo analisar a atividade citotoxica das novas substancias quimicas em trés
concentracdes (1 uM, 10 uM e 100 uM) para observar a ordem de atividade das moléculas.

Para as substancias com caracteristicas citotoxicas (substancias de referéncia e
substancias de interesse com efeito citotoxico) a analise de viabilidade foi importante para
determinar quais concentracdes deveriam ser testadas para obtencdo da curva concentracdo-
resposta em cada linhagem, enquanto que as novas substancias bioativas, inibidoras de cisteino
proteases, 0 ensaio determinou quais seriam as mais promissoras para comporem o painel de

amostras a serem testadas no ensaio de migracao celular.
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A manutencéo das células foi feita como descrito anteriormente e o ensaio de viabilidade
celular se iniciou quando a confluéncia de células no frasco era igual ou menor a 80%.

Primeiro foi retirado o meio de cultura do frasco, seguido da lavagem com o tampéo
PBS e adicdo da tripsina com EDTA para que as células perdessem a aderéncia ao frasco e entre
si. Em seguida, o frasco com tripsina foi incubado no periodo 3 a 5 minutos (dependendo da
linhagem celular) em estufa Umida, com posterior adicdo de meio de cultura na mesma
quantidade de tripsina para a inativagdo da mesma. A mistura foi centrifugada por 5 minutos a
1500 rpm e o sobrenadante foi retirado, com pellet ressuspenso com meio de cultura. A
contagem celular foi feita na cAmara de Neubauer utilizando um microscopio invertido para
visualizacdo e, em seguida, foram transferidos 100 pL de 10° células/mL com meio de cultura
para 0s 60 pocos centrais de uma placa com 96 pocos. Os pocos da borda foram preenchidos
com meio de cultura para evitar perda de contetido por evaporacdo. A transferéncia do liquido
para a placa foi feita pelo sistema robotizado Nimbus e, logo depois, as placas foram incubadas
por 24 h em estufa Umida a 37 °C com atmosferaa 5 % CO..

Ap0s a aderéncia das células na placa, o meio de cultura foi retirado e foram adicionadas
as substancias quimicas nas concentracdes desejadas (Figura 13), em seguida as placas foram
incubadas por 72 h, de acordo com protocolos estabelecidos no laboratorio. Imediatamente
apos o periodo de incubacdo, o meio de cultura, contendo os as substancias quimicas, foi
retirado da placa com auxilio de uma bomba a vacuo. Foi acrescentado 100 pL da preparacéo
de MTT diluido em meio de cultura (20% de MTT a 1 mg/mL e 80% de meio de cultura) para
cada poco, exceto para a ultima fileira da placa, nesta, foi adicionado apenas meio de cultura
como controle para que eliminar qualquer interferéncia da placa durante a leitura (Figura 12).
Em seguida a placa foi incubada em estufa Umida por 3 h, apds esse periodo foi retirada a
solucdo e foi acrescentado 100 L. de DMSO como solubilizante, pois os cristais de formazam
sdo insoluveis em meio aquoso. A placa permaneceu por 1 hora em um agitador e em seguida
foi feita a analise da viabilidade celular com um leitor microplacas Biotek Synergy HT, no qual
a leitura da absorbancia foi feita a 570 nM.

Para todas as leituras obtidas foram calculadas a porcentagem média de cada
concentracdo testada a partir do valor de 100% do controle negativo (células sem tratamento) e
0 desvio padrao.

Todos os ensaios foram realizados em quintuplicata em dois ensaios independentes (N

= 10) para uma conclusdo mais assertiva da atividade das amostras.
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PARAMETROS ESTATISTICOS

Nesse estudo foram aplicados o R? e Sy.x, que sdo dois parametros estatisticos globais
comumente usados para mostrar o ajuste (R), ou variancia para o coeficiente de determinagéo
(R?) e 0 desvio (Sy.x) do modelo. Ambos pardmetros s&o calculados a partir do melhor modelo
em relacdo aos pontos que se tem no grafico, sendo que quanto mais proximo a 1 paraR?2e a0
para Sy.x melhor é a qualidade do modelo em relacéo aos dados obtidos.

CONTROLES

Na altima coluna da placa foram depositados os controles negativo e positivo. Como
controle negativo foram utilizados 3 po¢os com 100 uL de meio de cultura com 0,5% (v/v) de
DMSO. Espera-se que as células desse controle se mantenham vivas durante o ensaio. A
utilizacdo de 0,5% de DMSO no controle negativo é importante para demonstrar que o DMSO
utilizado na diluicdo das substancias quimicas nédo tenha relagdo com a morte celular (Figura
12).

Como controle positivo, foram utilizados 3 pog¢os com a substancias YM-155 na
concentracdo de 1 uM em todas as placas usadas no estudo. O controle positivo para morte
celular é de extrema importancia para observar a uniformidade da resposta biolégica (Figura
12).



59

Figura 13. Mapeamento da placa de 96 pocos para a triagem das substancias quimicas.
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Fonte: A autora.

e Curva concentragdo-resposta

Para obtencdo da curva concentracdo-resposta, foi realizado o ensaio de viabilidade
celular pelo método colorimétrico MTT, conforme descrito anteriormente. Nessa etapa, as
substancias de referéncia foram testadas em um nimero maior de concentragdes: 100 uM; 10
UM; 1 uM; 333 nM; 0,1 uM; 33,3 nM; 0,01 puM, 3,3 nM e 1 nM.

A curva concentracdo-resposta permitiu compreender melhor o potencial da substancia
quimica devido a obtencdo da concentracdo necessaria para inibir 50% da viabilidade celular
(ICs0) quando comparada ao controle negativo. Com o valor de 1Cso definido, foi possivel

estabelecer o indice de seletividade (SI) da substéncia usando a seguinte relacéo:

ICs, da célula controle (Balb/C 3T3 clone A31)

SI =
ICs, da célula de cancer

Quanto maior a seletividade do composto para aquela linhagem cancerigena, menor sera
a probabilidade de observar efeitos adversos na concentracdo que leva a atividade
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farmacoldgica nos estudos in vitro, tornando o composto interessante para pesquisas

posteriores.

3.2.3. Ensaio de migracéo celular (Wound Healing)

De modo a avaliar o potencial antimetastatico das substancias quimicas, foi realizado o
ensaio de migracdo celular (Wound Healing) nas substancias de interesse com atividade
citostatica (Tabela 1). O trabalho previamente realizado em nosso grupo demonstrou uma
relacdo entre a atividade citostatica e a migracao celular para dipeptidil nitrilas (QUILLES et
al., 2019).

A principio, foi realizada a padronizacdo da concentracdo de plagueamento para cada
linhagem celular. O plagueamento ocorreu nas concentracdes de 3, 4, 5 e 6 x10° células/mL,
em placas de 24 pogos (2 pocos por concentracdo com volume final de 1 mL por poco). Os
pocos das bordas foram preenchidos apenas com meio de cultura para evitar evaporagdo. Apos
a adesdo celular por 24 h, foram realizadas riscas no centro dos pocos utilizando uma ponteira
de 200 pL, seguido da retirada do meio de cultura, lavagem do pogo com 1 mL de PBS e adicao
de 1 mL de meio de cultura por pogo. O fechamento da risca foi monitorado no tempo de 0, 24
e 48 h. A concentracdo selecionada para cada linhagem foi a que apresentou melhor
distribuicdo, homogeneidade e preenchimento de células no pogo apos 24 h de adeséo celular.

Uma vez definida a concentracéo de plaqueamento, foi realizado o ensaio de migracédo
celular para as quatro linhagens tumorais abordadas nesse trabalho. Para o plaqueamento foram
utilizadas placas de 24 pocos (Figura 14) e as células foram semeadas nas concentracfes
definidas na padronizacdo. Apos 24 h, o risco foi realizado utilizando a mesma ponteira de
micropipeta (200 pL) para todos os pogos com a finalidade de minimizar o viés no formato da
risca. Logo depois, 0 meio de cultura foi retirado e os pocos foram lavados com 1 mL de PBS,
seguido da adicao das substancias quimicas (Tabela 1) nas concentracdes de 1 e 10 uM. Como
controle foram utilizadas células sem tratamento. O fechamento da risca foi monitorado no
tempo de 0, 24 e 48 h.
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Figura 14. Mapeamento da placa de 24 pocos do ensaio de fechamento da risca.

S

000000 I=u-
0000 .,
30l 1 I IOt
QOO0 ==

Fonte: A autora.

O ensaio foi realizado em duplicata em dois ensaios independentes (N = 4). A
porcentagem de fechamento da risca foi calculada pela equacéo abaixo e a area (A) medida pelo
Software Image J (YUE et al., 2010):

Ai—opn — Ai=
% fechamento da risca = ( t_OIZ t=an) x100
t=0h

3.2.4. Terapia Combinada

O estudo de terapia combinada visa identificar se a combinacdo da substancia de
atividade citotoxica com a substancia de efeito citostatico resultard em sinergia, ou seja, se
combinagdo de ambas proporcionara uma reducéo no 1Csp da substancia citotoxica, a ponto de
torna-la mais potente na célula de interesse.

A variagdo do valor de ICs € destacada pela razéo entre o I1Cso da substancia combinada

pelo 1Cso da substancia isolada, como exemplificado abaixo:

ICs substancias combinadas

Variacao = P
¢ ICsosubstancia isolada
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Para isso foram selecionadas substancias de referéncia com distintos mecanismos de
acdo: AZD-8055, BEZ 235, NVP-BKM 120 e Rapamicina, todas inibidoras de quinases
atuantes na via PI3BK-AKT-mTOR e a Doxorrubicina, a qual interage com DNA. Esses
compostos foram combinados com as novas substancias da Tabela 1 que apresentaram maior
reducdo da migragéo celular.

O estudo de terapia combinada foi realizado por meio do ensaio de viabilidade celular
por MTT, como descrito anteriormente. As substancias quimicas selecionadas para serem
combinadas foram aquelas que apresentaram atividade citostatica (substancias de interesse) no
ensaio de migracdo celular com as substancias com acédo citotoxica mais seletiva para cada
linhagem.

As concentracdes das substancias quimicas utilizadas para essa etapa foram: 100 pM;
10 pM; 1 pM; 333 nM; 0,1 pM; 33,3 nM; 0,01 uM; 3,3 nM e 1 nM para as substéncias de
referéncia em conjunto com 10 uM do derivado de dipeptidil nitrila de interesse em cada pogo.

A Figura 15 traz um exemplo do mapeamento da placa para o ensaio de terapia
combinada com a linhagem HepG2, utilizando como substancia de referéncia o AZD-8055

combinada com a substancia de interesse Neq0779.

Figura 15. Mapeamento da placa de 96 pocos do ensaio para terapia combinada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme discutido na introducdo, os resultados serdo apresentados para as séries de
compostos separadamente, de acordo com o perfil de atividade buscado: agentes citotdxicos e
agentes citostaticos.

4.1. Andlise da citotoxicidade da primeira série de substancias

4.1.1. Triagem nas linhagens celulares

A triagem realizada com a primeira série (substancias de referéncia e substancias de
interesse inibidoras de quinase) foi um processo importante para observar a acdo de cada
composto quimico nas linhagens cancerigenas com a finalidade de distinguir os mais ativos
para serem utilizados em estudos mais detalhados. As substancias inibidoras de quinase
selecionadas foram aquelas que mantiveram a viabilidade celular das células tumorais abaixo
de 40%, conforme mostrado nas Figuras 16 a 20. Em relacao as substancias de referéncia, todas
foram selecionadas para a quantificacdo da resposta celular devido ao perfil citotoxico e

mecanismo de acdo das mesmas, que ja sao conhecidos e aplicados em estudos celulares.

Balb/c 3T3 clone A31 (fibroblasto de camundongo)

Por ser uma linhagem de células ndo tumoral, os fibroblastos de camundongo séo
utilizados como controle em testes de viabilidade, inclusive sendo validados para estudos de
citotoxicidade e dose letal em animais de acordo com o comité de coordenacdo interagéncia
para a validacdo de métodos alternativos (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM -
ICCVAM, 2018).

De acordo com os resultados obtidos, as novas substancias estudadas apresentaram
baixa citotoxicidade na linhagem controle (fibroblasto), levando a morte celular de, até, 50%
somente na maior concentracdo testada (100 uM). Este resultado corresponde ao observado
anteriormente para Neq0438 e Neq0440 (CRUZ et al., 2017).

No caso das substancias de referéncia, a citotoxicidade variou bastante. Para que seja
confirmada a seletividade das substéncias, os valores observados nas linhagens tumorais

precisam se enquadrar em trés contextos: (i) AZD-8055 e doxorrubicina devem ter
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citotoxicidade elevada (abaixo de 1 pM); (ii) BEZ 235 e NVP-BKM 120 podem apresentar

atividade citotoxica em torno de 1 uM e (iii) a rapamicina entre 10 e 100 pM.

Figura 16. Viabilidade celular na linhagem Balb/C 3T3 clone A3l (fibroblasto de camundongo)
utilizada como controle para as substancias da primeira série.

Balb/c 3T3 clone A31
1601
1404
1204
e T e o v

Viabilidade Celular (%)

e A ) \A) Ix o
* 0&.\ N " 099 o@h o@g &@a o
S R I G R R

Concentragoes testadas: 1, 10 e 100 pM, respectivamente

C-: controle negativo (célula sem tratamento contendo 0,5% v/v de DMSQ). C+: controle positivo (YM-
155 10 uM).

Fonte: A autora.

Linhagem celular de cncer de préstata metastatico — DU 145

As substancias de referéncia que atuam na via PI3K-AKT-mTOR, juntamente com a
Doxorrubicina, apresentaram citotoxicidade elevada nesta linhagem (Figura 17). Os novos
compostos bioativos ndo foram selecionados, pois se mostraram inativos em relacdo a morte
celular. Este resultado é corroborado com a triagem realizada anteriormente para Neq0438 e
Neq0440 (SAIDEL et al., 2017).
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Figura 17. Viabilidade celular obtida usando a primeira série de substancias na linhagem de cancer de
prostata DU 145.
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Concentragbes testadas: 1, 10 e 100 uM, respectivamente
C-: controle negativo (célula sem tratamento contendo 0,5% v/v de DMSQO). C+: controle positivo (YM-

155 1 pM).

Fonte: A autora.

Linhagem celular de cancer de préstata metastatico — PC-3

Esta linhagem foi a que apresentou maior sensibilidade para atividade dos inibidores da
via PI3K-AKT-mTOR, além da doxorrubicina (Figura 18).

Os inibidores de quinase desenvolvidos pelo grupo NEQUIMED mais seletivos foram
Neg0438, Neq0440, Neq0604 e Neq0679, sendo que as duas primeiras ja foram quantificadas
anteriormente para esta linhagem celular (SAIDEL et al.,, 2017). Conforme a hipétese
previamente estabelecida para a série de substancias em estudos computacionais com
modelagem das interac@es intermoleculares relevantes, o derivado da Neq440 que contém uma
nitrila substituindo a amina codificado como Neq0680 (Figura 10) ndo deveria ser citotoxico,
pois ndo deve interagir com o sitio catalitico das quinases, o que foi confirmado neste trabalho.
No caso do Neg0604 e Neg0605 (Figura 10), a diferenca na resposta celular € muito pequena

para poder estabelecer uma relagéo estrutura-atividade (SAR), Figura 18.
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Figura 18. Viabilidade celular obtida usando a primeira série de substancias na linhagem PC-3 de cancer
de prostata.
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C-: controle negativo (célula sem tratamento contendo 0,5% v/v de DMSQO). C+: controle positivo (YM-
155 1 uM).

Fonte: A autora.

Linhagem celular de hepatocarcinoma - HepG2

Considerando-se a analise anteriormente feita para a linhagem de fibroblasto de
camundongo (Balb/C), as Unicas substancias selecionadas para estudos posteriores na linhagem
de figado foram as substancias de referéncia, pois foram as que demonstraram atividade para
essa linhagem (Figura 19). No caso das substancias de interesse, todas foram consideradas
inativas de acordo com o valor de corte estabelecido (40% de viabilidade celular) e nédo

procederam para a quantificacdo por meio da obtengéo da curva concentragdo-resposta.
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Figura 19. Viabilidade celular obtida usando a primeira série de substancias na linhagem de

hepatocarcinoma (HepG2).
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Concentragdes testadas: 1, 10 e 100 uM, respectivamente

C-: controle negativo (célula sem tratamento contendo 0,5% v/v de DMSQO). C+: controle positivo (YM-
155 1 uM).

Fonte: A autora.

Linhagem celular de cancer de mama triplo negativo - MDA-MB-231

Conforme mencionado na introducdo e confirmado na triagem, esta linhagem celular
apresentou alta resisténcia para todas as substancias, de acordo com os resultados alcangados
(Figura 20) em comparacdo com as outras linhagens neoplasicas. A doxorrubicina possui
seletividade associada a uma poténcia adequada, cujo valor de ICso seria proximo a 1 UM,
conforme descrito na literatura (ICso = 1,24 pM) (SANGAR INSTITUTE, 2018). As
substancias de interesse foram inativas para a linhagem de mama e as demais substancias
(compostos de referéncias) foram selecionados para a proxima etapa. Uma observacdo a ser
destacada é o estimulo a proliferacdo celular causado por algumas substancias quimicas, como
os Neq 0604, 605, 678, 679 e 680.
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Figura 20. Viabilidade celular obtida usando a primeira série de substancias na linhagem de cancer de
mama MDA-MB-231.
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Fonte: A autora.

Sumario dos resultados obtidos

Baseado nos resultados de triagem, foi feita uma compilacdo das substancias quimicas

e linhagens de cancer selecionadas para a quantificacdo da resposta celular (Tabela 2).

Tabela 2. Substancias e linhagens celulares selecionadas para estudos mais detalhados.

Linhagem Substancias de referéncia Novas substancias (Neq)

Celular |AZD-8055 BEZ 235 Doxorrubicina NVP-BKM120 Rapamicina| 0438 0440 0604 0679

Balb/c 3T3 X X X X X X X X X
DU 145 X X X X X

PC-3 X X X X X X X X X
HepG2 X X X X X
MDA-MB 231 X X X X X

Fonte: A autora.
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4.1.2. Ensaios quantitativos: curvas concentragdo-resposta

Linhagens celulares de neoplasia prostatica metastatica — DU 145 e PC-3

Os ensaios procederam para a lista de substancias mostrada na Tabela 2. A seguir estdo

os gréficos das curvas concentracdo-resposta nas linhagens de fibroblasto de camundongo

(controle) e para as linhagens de préstata (DU 145 e PC-3). As curvas concentragdo-resposta

estdo exemplificadas nas Figuras 21 e 22. Nas Tabelas 3 e 4 estdo os valores de 1Csg, 0S

parametros estatisticos (valor de R?, Sy.x) e a seletividade do composto.

Figura 21. Curvas concentracdo-resposta das substancias de referéncia na linhagem DU 145 e no
controle (Balb/C 3T3 clone A31).
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Tabela 3. Sumério dos dados das curvas concentragdo-resposta com a poténcia (ICsg), 0 ajuste do
modelo (R%/Sy.x) e o indice de seletividade (SI) para as linhagens DU 145 e Balb/C.

. . DU 145 Balb/C 3T3 clone A31
Substancias Sl
I1Cs0o R?/Sy.x 1Cs0 R2/Sy.x

AZD-8055 0,07 £ 0,01 uM 0,94/5,52 0,23 £ 0,04 uM 0,97/4,39 3,3
BEZ 235 0,50 + 0,07 uM 0,95/5,28 0,09 + 0,01 uM 0,97/4,09 0,18
Doxorrubicina | 0,15+ 0,02 uM 0,97/5,56 1,05+ 0,28 uyM 0,96/7,39 7,0
NVP-BKM120 | 2,37 +0,46 uM 0,97/4,81 1,26 £ 0,11 uM 0,98/4,35 0,53
Rapamicina 40 £ 13 uM 0,74/8,65 63 + 34 uM 0,82/6,96 1,6

Fonte: A autora.
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Figura 22. Curvas concentragao-resposta das substancias quimicas na linhagem PC-3 e no controle
(Balb/C 3T3 clone A31).
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Tabela 4. Suméario dos dados das curvas concentracdo-resposta com a poténcia (ICsg), 0 ajuste do
modelo (R%Sy.x) e o indice de seletividade (SI) para as linhagens PC-3 e Balb/C.

Substancias PC-3 Balb/C 3T3 clone A31 S|
ICso R?/Sy.x ICso R2/Sy.x

AZD-8055 0,05+ 0,01 uM 0,96/5,03 0,23 £ 0,04 uM 0,97/4,39 4,6
BEZ 235 0,07 £ 0,05 uM 0,95/5,76 0,09 £ 0,01 uM 0,97/4,09 1,2
Doxorrubicina [ 0,31 £ 0,04 uM 0,98/3,92 1,34 £ 0,28 uM 0,96/7,22 4,3
NVP-BKM120 [ 1,72 +0,32 uM 0,96/5,00 1,26 + 0,11 pM 0,98/4,10 0,73
Rapamicina 43 £ 17 uM 0,71/9,35 63 + 34 uM 0,82/6,96 1,5
Neq0438 28,5+ 213 uM 0,94/8,92 > 100 - 3,5
Neq0440 58,5+4,1 uM 0,94/9,41 > 100 - 1,7

Neq0604 > 100 - > 100 = .

Neq0679 > 100 - > 100 - -

Fonte: A autora.

Em ambas as linhagens, as substancias com maior seletividade foram AZD-8055 e
Doxorrubicina (SI = 3,3 e 7,0 para DU 145, respectivamente) e (SI= 4,6 e 4,3 em PC-3,
respectivamente). A Rapamicina foi seletiva, porém concentracdes mais altas deveriam ser
testadas para a definicdo do platd da curva, como concentracdes acima de 100 pM, o que é
desfavoravel devido a alta citotoxicidade. A atividade da Rapamicina em PC-3 ja havia sido
relatada anteriormente em nosso grupo, com valores de 1Csg de 43,0 uM para PC-3 e 58,3 uM
para Balb/C (SAIDEL et al., 2017).

Para a linhagem DU 145, os compostos BEZ 235 e NVP-BKM 120 mostraram
citotoxicidade mais elevada na linhagem controle (SI= 0,18 e 0,53; respectivamente). Ja para
PC-3 foi possivel observar uma equivaléncia quanto a citotoxicidade causada por BEZ 235 na
linhagem controle e cancerigena (ICso= 0,09 + 0,01 uM e 0,07 + 0,05 puM; respectivamente.
SI=1,2), enquanto que NVP-BKM 120 foi mais citotoxico para Balb/C (S1=0,73).

A via mTOR, frequentemente desregulada no cancer de prostata, devido a perda da
funcdo de PTEN, torna as células desse tipo de cancer, sensiveis aos inibidores da via mTOR.
Embora a Rapamicina tenha demonstrado eficacia pré-clinica consideravel, os resultados
clinicos sugerem que a Rapamicina sozinha é insuficiente para inibir o crescimento do tumor
em pacientes com cancer de préstata (DAI; SIEMANN, 2011). Apesar do estudo descrever a

seletividade para Rapamicina (1,6 uM para DU 145 e 1,5 uM para PC-3), a faixa de poténcia
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desse inibidor demonstra que seriam necessarias alta concentracfes para levar a morte celular
em 50%, o que favoreceria efeitos colaterais.

O estudo de Dai e Siemann (2011), o qual utilizou MTT para analise da atividade
citotoxica em DU 145 e PC-3, comparou a inibicdo de AZD-8055 com a Rapamicina. Eles
reportaram que a 100nM, AZD-8055 induziu a parada do ciclo celular na fase G1 com mais
eficiéncia do que a Rapamicina e a expressdo de proteases relacionadas com o progresso da
fase G1 foi significativamente diminuida por AZD-8055, enquanto que com a Rapamicina a
reducdo foi menor. Embora ambas as substéncias tenham bloqueado a fosforilagao dos alvos da
MTORCL1 e S6, apenas AZD-8055 inibiu a fosforilacdo de 4E-BP1. Em conjunto, esses dados
indicam que AZD-8055 é superior @ Rapamicina na inibicdo do crescimento de células de
cancer de prostata. AZD8055 é capaz de desativar complexos insensiveis a Rapamicina
envolvidos na sinalizagdo mTOR.

Chresta et al. (2010), realizaram pesquisas abordando a acdo de AZD-8055 em diversas
linhagens cancerigenas e reportaram atividade de inibigdo do crescimento tumoral in vivo e
indugdo da autofagia (ICso= entre 20 e 50 nM) em linhagens tumorais in vitro.

Ja a Doxorrubicina também apresenta elevada citotoxicidade. A pesquisa de Hoseini
Shafa e seus colaboradores, a qual mediu a viabilidade celular por MTT, reportou ICso = 0,10
10,02 uM em DU 145 ap6s 72 h de incubacdo nas concentracfes de até 5,0 uM (HOSEINI
SHAFA et al., 2018), mostrando similaridade com dados da Tabela 3. Nesse mesmo estudo, a
Doxorrubicina foi combinada com a Metformina, o qual potencializou os efeitos na parada do
ciclo celular na fase de reparo G1/S, que esta associada ao aumento da expressdo da proteina
reguladora de reparo p2l. Além disso, o0 estudo demonstra que a combinacdo com
Doxorrubicina favorece também a inducdo da apoptose (HOSEINI SHAFA et al., 2018).

Os efeitos da Doxorrubicina também sdo relevantes na linhagem PC-3. Estudos
utilizando o composto como referéncia para o teste de um painel com 27 amostras, revelou seu
ICs0 = 8,9 £ 0,6 UM para 48 h de incubagdo (FOUAD et al., 2018). Outro trabalho utilizando
MTT para andlise da citotoxicidade de Doxorrubicina que inclui a linhagem PC-3, relatou que
0 carreamento com nanoestruturas de DNA apresentou efeito antitumoral in vivo na diminuicao
do crescimento do tumor, quando comparado com o farmaco livre, minimizando os efeitos
colaterais (TAGHDISI et al., 2018), o que demonstra a sua atividade em diversos ensaios
celulares.

A combinacdo de farmacos é uma alternativa que vem sendo cada vez mais explorada
no desenvolvimento de novas terapias no combate ao cancer. No estudo com DU 145 e PC-3

utilizando BEZ 235 isoladamente, foi relatada a redugéo do crescimento e proliferacédo do tumor
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em estagios iniciais de CaP em um sistema androgeno-dependente (GONCALVES et al., 2018).
Entretanto, o tumor voltou a progredir e alguns efeitos colaterais foram relacionados a BEZ
235. Por outro lado, em combinagdo com acetato de abiraterona (antiandrogénico) houve uma
piora da resposta inflamatoria, diminuicdo das lesGes hiperplasicas e bloqueando a progressao
do tumor de fase pré-maligna para maligna. Os resultados mostram que BEZ 235 administrada
isoladamente podem desenvolver efeitos colaterais, de acordo a falta de seletividade descrita
nas Tabelas 3 e 4 devido a alta citotoxicidade na linhagem Balb/C. Entretanto, terapias
combinadas devem ser mais exploradas tendo em vista 0 aumento na seletividade
(GONCALVES et al., 2018).

A atividade citotoxica de NVP-BKM 120 ndo foi observada nas linhagens de cancer de
prostata, mas estudos destacam um potente efeito citostatico em células DU 145 (ICso= 0,073
MM) (BURGER et al., 2011). Seu uso em terapia combinada em células de cancer de pulmé&o
potencializa o efeito citostatico de outras substancias (BONELLI et al., 2015; YAO et al.,
2015). Em PC-3, o cenario é similar, pois analises de viabilidade celular relatam atividade do
composto em concentra¢fes na ordem de 500 nM (KRAUS; PALASUBERNIAM; CHEN,
2017). No entanto, o estudo de Yadavi et al. (2016), o qual foi testada a poténcia de NVP-BKM
120 (inibidor de PI3K) em combinacdo com TKI258 (pan-inibidor de RTK) e RADO001
(inibidor de mTOR) num painel com cinco linhagens de préstata (LNCaP, VCaP, 22Rv1, PC3
e DU 145), destacou efeitos positivos da combinacao para todos os alvos em todas as linhagens.
Houve um destaque para a combinacdo NVP-BKM 120 e TKI258 que mostraram melhores
resultados na inibicdo completa de PI3K nas linhagens horménio independentes.

O estudo de viabilidade celular pelo método MTT na linhagem celular PC-3 destacou
alta sensibilidade para os compostos de referéncia, conforme mencionado anteriormente.
Entretanto, deve-se também considerar outras substancias com poténcia menor, como no caso
dos Neq0438 e Neq0440. Estes dois compostos apresentaram resultados relevantes no estudo
de viabilidade, corroborando pesquisas anteriores realizadas pelo grupo NEQUIMED que
reportaram acdo de ambos compostos em linhagens cancerigenas (PC-3) com ICso de 75 uM
(Neg0438) e 60,7 uM (Neq0440) (SAIDEL et al., 2017).

A mudanca da posicdo do atomo de flior da posicdo 4 (Neq0438, Figura 10) para a
posicdo 2 no Neq0679 levou a uma perda na poténcia, o que indica que a posicdo 2 (orto) nao
é a mais adequada para introdugdo de substituintes. Isto é confirmado pela propria poténcia de
Neg0440 ser menor do que Neq0438, além do fato de Neq0678 ser considerado inativo na
triagem (Figura 18). Estes resultados estimulam investigacGes mais aprofundadas com relagdo

a atividades dessas substancias e sua acao na via PI3K-AKT-mTOR.
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Linhagem celular de hepatocarcinoma - HepG2

Assim como nas linhagens de prostata, as substancias selecionadas para a quantificacdo
da resposta celular (Tabela 2) estdo destacadas na Figura 23 e Tabela 5 para a linhagem de
figado.

Figura 23. Curvas concentracdo-resposta das substancias de referéncia na linhagem HepG2 e no
controle (Balb/C 3T3 clone A31)
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Tabela 5. Suméario dos dados das curvas concentragdo-resposta com a poténcia (ICsg), 0 ajuste do
modelo (R%/Sy.x) e o indice de seletividade (SI) para as linhagens HepG2 e Balb/C.

. HepG2 Balb/c 3T3 clone A31
Substancias Sl

I1Cso R?/Sy.x 1Cs0 R2/Sy.x

AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 0,23 £ 0,04 uM 0,97/4,39 3,83
BEZ 235 0,50 = 0,06 uM 0,96/4,95 0,09 £ 0,01 uM 0,97/4,09 0,18
Doxorrubicina [ 0,40 + 0,05 uM 0,98/4,10 1,05+ 0,28 uM 0,96/7,39 2,65
NVP-BKM120 | 1,32 +0,18 pM 0,97/4,97 1,26 £ 0,11 pM 0,98/4,35 0,95
Rapamicina ND - ND - -

ND = valores ndo definidos.

Fonte: a autora.

As substancias AZD-8055 e Doxorrubicina foram as mais seletivas (SI = 3,83 e 2,65,
respectivamente), BEZ 235 foi citotoxico na linhagem controle e NVP-BKM 120 nao foi
seletivo para a linhagem HepG2. Na linhagem primaria de hepatocarcinoma, nao foi possivel
quantificar a resposta para a Rapamicina devido a necessidade de teste em concentracGes
maiores, 0 que foi descartado devido a citotoxicidade para a linhagem controle.

O hepatocarcinoma € 0 sexto tipo de cancer mais comum e a segunda causa mais
frequente de morte relacionada ao cancer em todo o mundo. Atualmente as substancias
quimicas utilizadas como tratamento sdo o Sorafenib e Regorafenib. Até o momento, 0s
resultados de ensaios clinicos com inibidores alostéricos da mTOR (como a Rapamicina) foram
decepcionantes. Sendo assim, estudos que exploram as vias de sinalizacdo PISK/AKT/mTOR
sdo continuamente realizados, uma vez que essa via de sinalizacdo estd frequentemente
desregulada em diversos tipos de cancer (EWALD et al., 2015).

No geral, os estudos incluindo AZD-8055 administrados em HepG2 que sdo abordados
na literatura descrevem elevados valores de 1Cso, entretanto, quando combinados com outras
substéncias, o valor de 1Cso € reduzido significativamente. Estudos in vivo mostraram que AZD-
8055 reduziu consideravelmente uma ampla variedade de tumores, inibindo a fosforilacdo dos
substratos da mTORC1 bem como a fosforilacdo do substrato mTORC2, AKT e proteases a
jusante (LIU et al., 2016). Outros estudos relatam a acdo eficaz de AZD-8055 (500 nM) na
inibicdo de HepG2 pelo método colorimétrico MTT. No estudo, a substancia foi testada
isoladamente e também combinada com ceramida c6 (10 puM), sendo que a combinacdo das
substancias aumentou drasticamente a sensibilidade ao AZD-8055, com reducdo do ICso de
485,54 + 32,27 nM para 3,77 = 0,54 nM (LIU et al., 2016).
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No estudo de Ewald et al. (2015), o inibidor da mTOR (AZD-8055) foi testado
isoladamente (1Cso de, aproximadamente, 1000 nM) e em combinagdo com o inibidor de AKT
(MK-2206) ou o inibidor da via de sinalizacdo MEK (AZD6244) na proliferacdo e apoptose na
linhagem HepG2, além de outras duas linhagens de hepatocarcinoma. Os resultados revelaram
que, mesmo as combinagdes inibindo sinergicamente a proliferagdo celular nas linhagens
estudadas, a atividade quinase AKT ¢é restaurada 24 h apds o bloqueio de mTORCL1 e C2 pelo
aumento da fosforilacdo de T308. Esses resultados sugerem que combinacGes que abordem a
inibicdo de AKT e mTOR simultaneamente sdo promissoras para aplicagdo futura em pacientes
com carcinoma hepatocelular.

Para BEZ 235, a literatura apresenta valores de 1Cso= 0,54 + 0,13 uM para a analise de
viabilidade celular por MTT em 72 h de incubacdo (XIAO et al., 2018), que é 0 mesmo
resultado demonstrado na Tabela 5. Neste estudo, Xiao e colaboradores analisaram a atividade
de BEZ 235 na via de sinalizacdo PI3K-AKT-mTOR, concluindo que o anel de quinolona
interage no sitio ativo da PI3K principalmente por meio de duas interacdes das ligacdes de
hidrogénio nos residuos Asp933 e Ser774. Essas interacdes foram complementadas por
interacdes de van der Waals com residuos hidrofobicos conservados do sitio catalitico do ATP,
incluindo Met772, Tyr836 e Met922. O estudo demonstrou ainda que as novas substancias
quimicas com estrutura similares a BEZ 235, desenvolvidas por eles, apresentaram atividades
promissoras na inibicdo de PI3K, levando a inibicdo da progressdo de tumores em linhagens de
cancer de figado (XIAO et al., 2018).

Em relacdo a Doxorrubicina administrada na linhagem HepG2, no geral, a literatura
apresenta diversos estudos com a substdncia isolada e combinada com substancias que
apresentam diferentes mecanismos de acdo. Fouad e colaboradores reportaram ICso da
Doxorrubicina de 4,50 + 0,2 uM para a analise por MTT ap0s 48 h de incubacéo, sendo usada
como controle em um painel com 27 substancias que interagem com o DNA de forma similar
a este farmaco (FOUAD et al., 2018).

A combinacdo da Doxorrubicina com o &cido selenoamino (selenocistina — SeC), o qual
foi utilizado para sensibilizar o tumor em analises in vivo e in vitro, resultou na reducdo da
viabilidade das células HepG2 de forma dependente da dose, favorecendo a apoptose celular e
parada ciclo celular na fase G2/M (FAN et al., 2014). Valores de ICso de SeC e Doxo sozinhos
de 46,4 uM e 2,9 uM foram apresentados, respectivamente. Além disso, o tratamento de células
com 20 uM de SeC em combinagao com 0,5 uM Doxorrubicina levou a 50% de morte celular.
O estudo demonstrou que a sensibilizacdo das células pela SeC juntamente com a

Doxorrubicina esté associada a inativacdo de AKT e ERK (outra via de sinalizagdo comumente
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desregulada nesta neoplasia), além do dano ao DNA por meio da superproducdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Inibidores de ERK e AKT foram efetivos na diminuicdo da
viabilidade celular e inibicdo de ROS, indicando que o tratamento combinado de vias de
sinalizacdo distintas € mais eficiente para esse tipo de neoplasia. Adicionalmente, o crescimento
de hepatocarcinoma de xenoenxerto foi também inibido por tratamento combinado através da
inducédo de apoptose celular in vivo (FAN et al., 2014).

O composto NVP-BKM120, que inibe as diversas isoformas da PI3K (relacionada com
a ativagdo da AKT) inibe a fosforilacdo de AKT de forma concentragdo-dependente, induzindo
as células a apoptose quando administrado em linhagens de cancer de figado tratadas com
radioterapia (LIU et al., 2014). Quando combinado com a Rapamicina (NVP-BKM120 a 1 uM
e Rapamicina a 100 nM), potencializou a inibicdo de AKT nas células sensibilizadas com
radioterapia e aumentou a ativacdo da caspase 3 (LIU et al., 2014). Embora néo tenha tido
seletividade em relag&o a linhagem n&do tumoral, NVP-BKM120 pode ainda ser considerado
um composto para ser utilizado em estudos posteriores nesta linhagem de hepatocarcinoma.

Portanto, a substancia quimica que apresentou melhor poténcia na linhagem de
hepatocarcinoma humano foi AZD-8055. Como mencionado anteriormente, AZD-8055 atua
como inibidor da via PI3BK-AKT-mTOR, porém sua atuacdo é como inibidor competitivo no
sitio do ATP na mTOR. No entanto, deve-se também considerar a questdo de que nenhum
destes inibidores apresentou 100% de eficacia (Figura 20), pois cerca de 10-20% das células
ainda permaneceram vivas para todos os inibidores de quinases testados. Isto é um dado
importante, pois pode levar a resisténcia celular. E possivel, no entanto, realizar outro tipo de
ensaio de viabilidade celular para poder verificar se o resultado obtido pode ser devido a algum
artefato da técnica, ou se este perfil de resposta celular € mantido para as substancias. Em nosso
grupo de pesquisa, usualmente aplicamos a citometria de fluxo como um ensaio confirmatorio
de viabilidade celular (CRUZ et al., 2017) e este pode ser o0 caso aqui novamente.

A doxorrubicina apresentou boa poténcia e eficacia para HepG2 (Figura 23 e Tabela 5).
Mesmo que a seletividade ndo tenha sido muito alta (abaixo de 10 vezes), este farmaco pode
ser usado para ensaios posteriores de terapia combinada como agente citotdxico para observar
se podera levar a uma melhora em seu perfil farmacolédgico. Além disto, elevada seletividade

para antineoplasicos é usualmente dificil de ser alcancada em ensaios celulares.
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As curvas concentracdo-resposta das substancias de referéncias para a linhagem MDA-

MB- 231 e para o controle (Balb/C 3T3 clone A31) estdo descritas na Figura 24 e os valores de

ICso, bem como os pardmetros estatisticos (valor de R2, Sy.x) e a seletividade do composto

estdo demonstrados na Tabela 6.

Os resultados obtidos para as duas linhagens (controle e tumoral) demonstraram que nao

ha seletividade para quatro das cinco substancias analisadas. A Unica substancia que apresentou

ligeira seletividade foi a Rapamicina, porém haveria a necessidade de testes em concentragdes

maiores para observacdo do platd da curva, o que foi descartado por motivos de alta

citotoxicidade para a linhagem controle, como citado anteriormente.

Figura 24. Curvas concentracdo-resposta das substancias de referéncia na linhagem MDA-MB-231 e
no controle (Balb/C 3T3 clone A31).
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Tabela 6. Sumario dos dados das curvas concentragao-resposta constando a poténcia (ICso), 0 ajuste do
modelo (R%/Sy.x) e o indice de seletividade (SI) para as linhagens MDA-MB-231 e Balb/C.

MDA-MB-231 Balb/C 3T3 clone A31
Substancias Sl
I1Cs0o R?/Sy.x 1Cs0 R2/Sy.x

AZD-8055 0,46 = 0,07 uM 0,96/6,23 0,23 £ 0,04 uM 0,97/4,39 0,50
BEZ 235 0,23 £ 0,02 uM 0,96/5,09 0,09 £ 0,01 uM 0,97/4,09 0,39
Doxorrubicina | 1,97 £ 0,48 uM 0,94/7,77 1,05+ 0,28 uM 0,96/7,39 0,53
NVP-BKM120 | 2,89 + 1,69 uM 0,95/5,63 1,26 £ 0,11 uM 0,98/4,35 0,43
Rapamicina | 30,90 + 4,90 pM 0,93/5,85 63,43 + 33,53 uM 0,82/6,96 2,05

Fonte: A autora.

Na pesquisa de Leung et al. (2015), foi abordada a atividade de AZD-8055 e BEZ 235
individualmente e combinada com o inibidor alostérico da mTOR (everolimus) para a linhagem
MDA-MB-231 e outras linhagens de cancer de mama. A viabilidade celular foi quantificada
pela incorporacdo da Timidina e por azul de Alamar, com valores de 1Cso proximos para os dois
métodos: 130 nM para AZD-8055; 150 nM para BEZ 235. Em relagéo a reducéo da fosforilacéo
de AKT, a analise com Western blot destacou atividade de AZD-8055 para a linhagem de mama
e inatividade de BEZ 235. BEZ 235 revelou sinergia (valores acima de 1) no teste de Bliss
quando combinado com everolimus, com valor de Bliss positivo (26 + 5) em ensaios de
proliferacdo celular. A acdo inibitéria de everolimus foi avaliada por citometria de fluxo de
forma individual (100 nM) e combinado com BEZ 235 (100 nM). A combinacéo resultou na
diminuicdo de células cancerigenas na fase S do ciclo celular, relatando que ambos farmacos
atuam na inibicdo de proteinas relacionadas a entrada de células na fase S do ciclo celular. Os
resultados sugerem que a combinacéo de inibidores da mTOR com diferentes modos de acéo
podem ter efeitos benéficos no tratamento do cancer de mama (LEUNG et al., 2015).

A Doxorrubicina € um composto quimico que faz parte dos farmacos utilizados
atualmente na terapia contra o cancer de mama. Seus efeitos na linhagem MDA-MB-231 tém
sido amplamente discutidos na literatura. No geral, as pesquisas revelam que a Doxorrubicina
apresenta efeitos citotoxicos relevantes em linhagens de mama, sempre dependente da
concentracdo e do tempo de incubacdo. Pilco-Ferreto e colaboradores relatam uma poténcia
entre 1,0 uM e 8 uM em 48 h de incubagéo, com inducdo da apoptose devido a atividade da
familia Bcl-2 (proteina reguladora de apoptose), indugdo de caspases e diminuigdo do estresse
oxidativo por ROS nessas concentragdes (PILCO-FERRETO; CALAF, 2016).
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De acordo com o acervo de dados do Instituto Sangar do Hospital de Massachusetts, o
qual disponibiliza valores de ICso de variadas substancias quimicas em diversas linhagens
celulares, o valor da doxorrubicina (1,24 pM) é similar ao descrito na Tabela 6 (SANGAR
INSTITUTE, 2018).

Devido a alta citotoxicidade e efeitos colaterais da Doxorrubicina, diversos estudos
abordam o encapsulamento dessa substancia. Aroui e seus colaboradores desenvolveram um
acoplamento com peptideos de penetracdo de membrana com foco com aplicacdo em MDA-
MB-231 para avaliacdo da inducdo a apoptose. Os resultados do encapsulamento foram
positivos para indu¢do quando comparados com a substancias ndo conjugada. A inducdo da
morte celular foi associada a oligomerizacdo de Bax, liberacdo de citocromo c, ativagdo de
caspases, condensacgdo de cromatina e degradacao internucleossémica, sugerindo que a ruptura
mitocondrial é o principal evento induzido nessas condi¢des (AROUI et al., 2009).

O inibidor de PI3K (NVP-BKM 120) foi testado em MDA-MB-231 no estudo de Yu e
seus colaborados. Foi observada sua atividade individual (ICso = 3,07 £ 0,14 uM) por MTT em
72 h de incubacéo e sua combina¢do com RADQO1 (inibidor da mTOR), com valores variando
entre 0,3 a 0,7 uM em ensaios in vitro. Testes com Western blot mostraram total inibicdo de
AKT com os inibidores combinados. Além disso, testes com xenoenxerto de camundongo
revelaram sinergia e baixo efeito colateral na terapia combinada (YU et al., 2016).

A Rapamicina, inibidora alostérica do dominio FRB da mTOR, foi recentemente
explorada quanto seu potencial de inibicdo da telomerase. Apesar desses mecanismos ainda
estarem pouco compreendidos, alguns autores destacam a necessidade de direcionamento
desses estudos. O tratamento a curto prazo com Rapamicina (0,001 a 10 uM em 2, 24 e 48 h)
inibiu a via mTOR e a atividade da telomerase e induziu a parada do ciclo celular na fase G1.
Entretanto, o tratamento a longo prazo (1 nM a cada 48 h durante 3 semanas) ndo demonstrou
atividade de inibicdo da telomerase (GOPALAKRISHNAN et al., 2018). Esses resultados
demonstram que, além da atividade conhecida de inibicdo da mTOR, a Rapamicina pode estar
associada a danos causados no ciclo celular, destacando a importancia da abordagem de novos

mecanismos de acdo de substancias ja utilizadas em terapias contra o cancer.
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Sumario dos resultados alcancados

Como concluséo da atividade das substancias de referéncia aplicadas ao estudo de
viabilidade celular nas linhagens de cancer de mama, figado e préstata, foi possivel observar
seletividade para AZD-8055 e Doxorrubicina em quase todas as linhagens testadas. BEZ 235 e
NVP-BKM 120 demonstraram pouca ou nenhuma seletividade nas andlises, apresentando
dados de toxicidade ou inatividade, dependendo da linhagem, enquanto que a Rapamicina
mostrou seletividade, porém em concentragdes mais altas do que as testadas nesse trabalho.

Dados da literatura relatam que as cinco substancias de referéncia usadas vém sendo
estudadas em combinagdo com outras substancias com diferentes mecanismos de agdo em
variadas linhagens celulares, com a finalidade de maximizar a eficiéncia do composto e
diminuir os efeitos colaterais. Além disso, cada vez mais é destacada a resisténcia celular aos
farmacos, o que torna essencial a extensao de estudos que visam o potencial das substancias em
mecanismos de acdo ainda desconhecidos, como no caso da Rapamicina inibindo a Telomerase
no cancer de mama triplo negativo (GOPALAKRISHNAN et al., 2018). Ja vem sendo
explorado o potencial sinergistico de substancias em combinacdo, como discutido
anteriormente. Essas estratégias visam expandir as terapias atuais de combate ao cancer e sanar
0 problema da resisténcia tumoral. Sendo assim, foram selecionadas as substancias mais
atrativas (Tabela 7) para serem combinadas com os derivados de dipeptidil nitrilas,

selecionados no ensaio de migracao celular (descritos no proximo item).

Tabela 7. Linhagens celulares e substancias de referéncia selecionadas para serem aplicadas no estudo

de terapia combinada.

DU 145 PC-3 HepG2 MDA-MB-231
Doxorrubicina AZD-8055 AZD-8055 AZD-8055
NVP-BKM 120 BEZ 235 Doxorrubicina BEZ 235
Doxorrubicina Doxorrubicina

Fonte: A autora.

4.2. Avaliacdo da atividade citostatica da segunda série de substancias

4.2.1. Triagem nas linhagens celulares

O primeiro ensaio envolveu a analise da citotoxicidade, mesmo considerando que as

substancias tenham atividade citostatica. Isto se faz necessario, pois € importante verificar em
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qual concentracdo a substancia ndo deverd apresentar atividade citotoxica, uma vez que a

resposta citostatica ndo podera ter influéncia na morte celular. Assim, as triagens para acessar

a citotoxicidade foram realizadas para a linhagem controle (Figura 25) e tumorais (Figura 26).

Figura 25. Triagem da segunda série de substancias quimicas na linhagem Balb/C 3T3 clone A31 para

determinacdo da atividade citotoxica.
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(doxorrubicina 10 uM).
Fonte: A autora.

Figura 26. Triagem da atividade citotoxica da segunda série de substdncias quimicas nas linhagens
tumorais de préstata (DU 145 e PC-3), figado (HepG2) e mama (MDA-MB-231).
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Fonte: A autora.

Conforme esperado para a linhagem Balb/C (Figura 25) e as tumorais (Figura 26), as
substancias induziram a baixa viabilidade celular (citotoxicidade) com valores abaixo de 50%
somente na concentracdo mais alta testada (100 puM). A baixa citotoxicidade dos derivados de
dipeptidil nitrilas observada anteriormente (QUILLES et al., 2019) nos estudos com a linhagem
de céncer de pancreas (MIA PaCa-2) e em linhagens como as usadas neste trabalho, foi
novamente confirmada neste ensaio. Isto se deve a maior relevancia da funcdo das cisteino
proteases em processos metastaticos e replicacdo celular, conforme descrito na introducéo.
Desta forma, um subconjunto desta série de substancias foi selecionado para realizar os

préximos ensaios baseado nos resultados alcangados, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Substancias bioativas selecionadas para o ensaio de migragéo celular.

Derivados de dipeptidil nitrilas (Neq)

0779 0827
0780 0837
0781 0848
0783 0850
0784 0851

Fonte: A autora.

4.2.2. Ensaio de fechamento de risca (Wound healing)

Inicialmente foi realizada a padronizacdo da concentracdo de plagueamento para o
ensaio de migracdo, visto que cada linhagem tumoral apresenta morfologia, metabolismo e
crescimento distintos. Uma vez definida a concentracdo de plagueamento, foi possivel realizar
0 ensaio de migracdo para cada linhagem. A selecao das substancias quimicas de interesse para
essa etapa foi baseada nos resultados da triagem das amostras (item 4.2.1). O painel foi montado
considerando as amostras as quais a porcentagem de células vidveis ficou acima de 85% nas
concentrages de 1 e 10 uM. O ensaio de migracdo celular foi feito nessas mesmas
concentragoes.

Para o desenvolvimento do ensaio de migracdo celular foi necessério determinar a
concentracdo adequada de plaqueamento para cada linhagem. Para isso foi feito o plaqueamento
em quatro concentragdes distintas e foi observada a distribui¢do, densidade e homogeneidade

celular ap6s 24 h de adesdo das células a placa. A Figura 27 ilustra um dos ensaios com analise
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do fechamento da risca apds 0, 24 e 48 h. Na Tabela 9 estdo descritas as concentracfes de

plaqueamento selecionadas para cada linhagem.

Figura 27. Padronizagdo da concentragdo de plaqueamento para o ensaio de migracdo celular (Wound
Healing) nas linhagens DU 145 (A), PC-3 (B), HepG2 (C) e MDA-MB-231 (D), no tempo de 0, 24 e
48 h, respectivamente.

A Du 145 na concentragio de 3x10° céls/ml

D MDA-MB-231 na concentragio de 4x103 céls/'ml

Fonte: A autora.
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Tabela 9. Concentragdes de células utilizadas para o plagueamento no ensaio de fechamento de risca
de acordo com cada linhagem celular.

Linhagem celular Concentracéo celular (Células/mL)
DU 145 3x10°
PC-3 3x10°
HepG2 5x10°
MDA-MB-231 4x10°

Fonte: A autora.

O protocolo de definicdo da concentracdo de plaqueamento foi importante para obter a
condicdo adequada para alcancar a uniformidade celular apos 24 h de adesdo, além da
observacdo do potencial migratério das celulas sem tratamento. As linhagens de neoplasia
prostatica (DU 145 e PC-3) foram as Unicas a fecharem completamente a risca em 48 h, com
alto potencial migratorio, o que é condizente com as caracteristicas metastaticas das mesmas
(CUNNINGHAM; YOU, 2015). A linhagem MDA-MB-231 (mama), apesar de ser uma
linhagem metastatica, ndo foi capaz de fechar completamente a risca em 48 h. O mesmo perfil
foi o observado para HepG2 (linhagem de hepatocarcinoma), o que ja é esperado, visto que a
linhagem de figado é uma linhagem primaria e ndo metastatica (CHEN et al., 2015; XIA et al.,
2013). Outra caracteristica a ser destacada para a linhagem HepG2 é que sua morfologia se
caracteriza pelo crescimento de aglomerados celulares, o que favorece a formacdo de grumos e
dificulta o processo migratorio e metastatico da linhagem.

Uma vez definida a concentracdo de plagueamento, foi possivel realizar o ensaio de
inibicdo da migracdo usando as substancias quimicas selecionadas para essa etapa (Tabela 8).
Foram considerados efeitos citostaticos positivos agueles compostos que mantiveram as
porcentagens de fechamento da area da risca abaixo da porcentagem de fechamento do controle
negativo.

As Figuras 28, 29, 30 e 31 apresentam a area de fechamento da risca (%) das 10
substancias de interesse testadas nas concentracdes de 1 e 10 uM para DU 145, PC-3, HepG2
e MDA-MB-231, respectivamente.
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Figura 28. Anélise da inibigdo da migracdo celular por meio do fechamento de risca para a linhagem
de neoplasia prostatica metastatica DU 145 ap6s 24 e 48 h de incubagdo com concentracdes de 1 e 10
M das substancias de interesse.
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Fonte: A autora.

Para a linhagem de prostata (DU 145) ndo foi observada atividade de inibicdo da
migracdo celular para as substancias testadas (Figura 28). Isto porque em ambas as
concentracdes testadas, todas as substancias quimicas ja haviam fechado mais de 50% da risca
em 24 e 48 h. Apenas a substancia 0851 na concentragdo de 10 uM inibiu o fechamento
completo da risca ap6s 48 h, por esse motivo essa substancia foi a Unica selecionada para o

ensaio de terapia combinada.
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Figura 29. Anélise da inibigdo da migracao celular por meio do fechamento de risca para a linhagem
de neoplasia prostatica metastatica PC-3 ap6s 24 e 48 h de incubagdo com concentragfes de 1 e 10 uM
das substancias de interesse.
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Fonte: A autora.

Assim como na DU 145, nenhum composto apresentou efeito citostatico relevante para
PC-3 (Figura 29). Em 24 h houve migracdo acima de 50% das celulas independente da
concentracdo ou da substancia adicionada. As trés substancias com melhor atividade foram os
Neqs 0827, 0850 e 0851. Os Neqs 0827 e 0850 foram selecionados para a etapa de combinagéo
por apresentarem o melhor resultado para essa linhagem. O Neq0851 foi descartado devido a
baixa atividade, e foi levado em conta sua elevada citotoxicidade, na concentragéo de 100 pM,

observada na triagem das substancias descrita no item anterior.
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Figura 30. Anélise da inibigdo da migracao celular por meio do fechamento de risca para a linhagem
de neoplasia prostatica metastatica HepG2 ap6s 24 e 48 h de incubagdo com concentracfes de 1 e 10

M das substancias de interesse.
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Fonte: A autora.

A linhagem de hepatocarcinoma (HepG2), por ndo ser uma linhagem metastatica, ndo
reportou fechamento total da risca (Figura 30). Mesmo assim, foram selecionadas 6 substancias
quimicas para serem testadas no ensaio de terapia combinada. Os po¢os com administracdo de
Neg0779, Neq0781, Neq0784, Neq0827, Neq0830 e Neq0850 apresentaram significativas
porcentagem de fechamento da risca quando comparadas ao valor de fechamento do controle

negativo nas mesmas condicdes (independentemente da concentracdo estudada e do tempo de
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incubacgéo), por esse motivo estas substancias foram selecionadas para o estudo de terapia

combinada.

Figura 31. Analise da inibicdo da migracao celular por meio do fechamento de risca para a linhagem
de neoplasia prostatica metastatica MDA-MB-231 apds 24 e 48 h de incubacdo com concentracdes de

1 e 10 pM das substancias de interesse.
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Fonte: A autora.

O ensaio de migracéo celular para a linhagem de mama (MDA-MB-231) exemplificado

na Figura 31, mostrou atividade citostatica em quatro substancias na concentracdo de 10 pM
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(Neq0779, Neq0780, Neq0784 e Neq0837). Além disso, na concentracdo de 1 puM, o Neq0837
se mostrou mais promissor dentre todos.

Em resumo, as linhagens mais sensiveis as substancias quimicas testadas foram HepG2
(figado) e MDA-MB-231 (mama). Em ambas as linhagens foi possivel estabelecer uma relagdo
citostatica consideravel entre as células sem tratamento e as células na presenca dos compostos.

Para as linhagens de cancer de prostata, o ensaio ndo revelou sensibilidade das mesmas
as substancias quimicas, com porcentagem de fechamento de risca acima de 90 % em relacéo
ao controle negativo no tempo de 48 h. Este resultado pode ser justificado devido a
agressividade, resisténcia e alto potencial metastatico do cancer de prostata (CUNNINGHAM,;
YQOU, 2015), como é o caso de DU 145 e PC-3.

No geral, as substancias que demonstraram melhores resultados, foram: Neq0779,
Neg0780 e Neq0850 e suas atividades citostaticas foram observadas em, pelo menos, trés
linhagens.

Considerando a atividade anti-migratoria das substéncias analisadas, foi determinado
que os derivados de dipeptidil nitrilas deveriam ser aplicados na concentragdo de 10 UM no
estudo de terapia combinada, uma vez que essa foi a concentracdo que destacou atividade mais

significativa das substancias quimicas.

4.3. Terapia Combinada

Cada vez mais vendo sendo explorada a combinagdo de substancias quimicas, pois as
substancias isoladas, muitas vezes, sao ineficientes em baixas concentracdes e em altas podem
ser toxicas.

As substancias quimicas selecionadas apds o ensaio de fechamento da risca foram
combinadas com as substancias de referéncia mais seletivas para cada linhagem tumoral
abordada nessa pesquisa. O estudo de combinagdo investigou dois grupos de substancias
quimicas com atividade antineoplasica: os inibidores da via PI3K-AKT-mTOR e a
Doxorrubicina, inibidora da Topoisomerase 1. Esses dois grupos foram combinados com as
novas substancias bioativas desenvolvidas pelo grupo NEQUIMED, as quais foram planejadas
conforme mencionado na introducdo.

Os valores de ICso do agente citotoxico administrado isoladamente foi comparado com
0 valor de 1Cso da combinacgéo do agente citotoxico com a substancia de caracteristicas anti-
migracdo, com a finalidade de verificar se a combinacdo potencializou a substancia de

referéncia.
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A razdo entre os valores de I1Cso foram interpretadas da seguinte forma: variagéo abaixo
de 1 apresenta o efeito sinérgico (agente anti-migracdo sensibiliza a célula para aumentar a
poténcia do agente citotoxico), é observada a diminuicdo do 1Cso da substancia combinada e a
curva de combinacdo se desloca para a esquerda da curva com a substancia isolada; acima de
1, o efeito é antagonista; e quanto menor for a variacao do valor de 1Cso, mais proximo de 1 €
a razéo entre os valores, destacando a ndo sensibilizagdo da linhagem celular pelo agente
citostatico.

A Tabela 10 apresenta as substancias quimicas (compostos de referéncia e compostos
de interesse) e as linhagens selecionadas no estudo de combinagédo. Nas Tabelas 11-15 descritas
nos proximos subitens, estd destacada a variacdo do valor de ICsp, bem como os pardmetros

estatisticos.

Tabela 10. Substancias quimicas selecionadas para o estudo de terapia combinada, bem como as

linhagens cancerigenas as quais foram aplicadas as combinacdes.

o Linhagem celular
Atividade
HepG2 PC-3 DU 145 MDA-MB-231
Doxorrubicina L NVP-BKM-231 L.
Doxorrubicina Doxorrubicina
NeqO0779 Neq0827 Neq0851 NeqO0779
Neq0780 Neq0850 Neq0780
Anti-miaracio Neq0784 Neq0784
grag Neq0827 Neq0837
Neq0830
Neq0850

Fonte: A autora.

4.3.1. Linhagens de neoplasia prostatica metastatica (PC-3 e DU 145)

As Figuras 32 e 33 apresentam as curvas concentracdo-resposta para as linhagens DU
145 e PC-3, respectivamente, usando monoterapia e combinacdo de duas substancias quimicas.
Os valores das poténcias em cada caso estdo presentes nas Tabelas 11 e 12, com destaque para

a variacdo do ICsp.
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Figura 32. Curvas concentragdo-resposta da combinacao das substancias de referéncia (Doxorrubicina
ou NVP-BKM 120) com a concentracado fixa de nitrila Neq0851 (10 M) para a linhagem DU 145.
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Fonte: A autora.

Tabela 11. Sumario dos dados das curvas concentracdo-resposta com a poténcia (ICso) e sua variagao,
0 ajuste do modelo (R%Sy.x) para as substancias de referéncia (Doxorrubicina e NVP-BKM 120) em

monoterapia ou combinadas com o Neq0851 a 10 uM na linhagem DU 145.

Esquema terapéutico I1Cs0 R2/Sy.x Variagdo do 1Cso”
Doxorrubicina 0,15+ 0,02 uM 0,97/5,56
Doxorrubicina + Neq0851 | 0,12 + 0,01 uM 0,98/4,40 .80
NVP-BKM 120 2,37 = 0,46 pM 0,97/4,81 0.78
NVP-BKM 120 + Neq0851 | 1,86 + 0,40 pM 0,98/3,01

* Razdo entre os valores de ICsoda combinacgéo dos compostos quimicos em relagdo a substancia isolada
(abaixo de 1 = efeito sinérgico; acima de 1 = efeito antagonista).
Fonte: A autora.

A combinacao do composto Neq0851 com as substancias Doxorrubicina ou NVP-BKM
120 demonstrou pequena sinergia. Apesar de ndo representar uma variacdo muito grande este
resultado era esperado, visto que as substancias de interesse ndo tiveram efeito anti-migratorio
acentuado nessa linhagem. E interessante notar que esta substancia é seletiva apenas para essa
linhagem de cancer de prostata, visto que ela ndo foi selecionada para estudo na linhagem PC-
3. Outro ponto a ser destacado é que a combinacdo demonstrou melhora no efeito, porém nao

houve melhora na eficacia.
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Figura 33. Curvas concentracdo-resposta da combinagdo das substancias de referéncia (AZD-8055,

BEZ 235 ou Doxorrubicina) com a concentracao fixa de nitrila Neq0850 ou Neg0827 (10 uM) para a

linhagem PC-3.
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Tabela 12. Sumario dos dados das curvas concentracdo-resposta com a poténcia (ICso) e sua variagéo,

o ajuste do modelo (R%/Sy.x) para as substancias de referéncia (AZD-8055, BEZ 235 ou Doxorrubicina)

em monoterapia ou combinadas com 0 Neg0850 ou Neq0827 a 10 uM na linhagem PC-3.

Esquema terapéutico I1Cso R2/Sy.x Variacgdo do I1Cso”
AZD-8055 0,05+ 0,01 uM 0,96/5,03 19
AZD-8055+ Neq0850 0,06 £ 0,05 uM 0,96/5,54 '
BEZ 235 0,07 £ 0,05 uM 0,95/5,76 97
BEZ 235 + Neq0850 0,19 £ 0,02 uM 0,96/5,84 ’
Doxorrubicina 0,31 £0,04 uM 0,98/3,92 17
Doxorrubicina + Neg0850 | 0,52 + 0,09 uM 0,96/6,32 ’
AZD-8055 0,05 £ 0,01 uM 0,96/5,03 12
AZD-8055 + Neq0827 0,06 £+ 0,04 uM 0,97/4,00 ’

* Razdo entre os valores de 1Csoda combinagao dos compostos quimicos em relacéo a substancia isolada
(abaixo de 1 = efeito sinérgico; acima de 1 = efeito antagonista).

Fonte: A autora.
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A partir dos resultados da Figura 33 e da Tabela 12 para a linhagem PC-3, nota-se que
as combinagdes com AZD-8055 ndo tiveram efeito, enquanto que as combinagdes com BEZ
235 ou Doxorrubicina foram antagonistas. N&o foi possivel identificar uma terapia combinada
favoravel para esta linhagem celular, apesar de estudos de combinacdo demonstrarem
resultados promissores, com sinergia nas combinagdes de PC-3 e DU 145 com substancias
associadas a vias de sinalizagdes reguladores de migragéo e proliferacdo (YADAV et al., 2016).
Devido ao antagonismo nas combinacfes para essa linhagem, a analise com o da combinacéo

com o Neq0827 foi feita apenas com a substancia AZD-8055.

4.3.2. Linhagem de hepatocarcinoma (HepG2)

As Figuras 34 e 35 apresentam as curvas concentracdo-resposta para a linhagem HepG2
com as substancias de referéncia AZD-8055 e Doxorrubicina, respectivamente, com resultados

sumarizados na Tabela 13.
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Figura 34. Curvas concentracdo-resposta da combinacao da substancia de referéncia (AZD-8055) com

a concentragdo fixa das nitrilas (10 pM) para a linhagem HepG2.
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Fonte: A autora.
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Figura 35. Curvas concentracdo-resposta da combinacdo da substancia de referéncia (Doxorrubicina)
com a concentragdo fixa das nitrilas (10 pM) para a linhagem HepG2.
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Tabela 13. Sumario dos dados das curvas concentracdo-resposta com a poténcia (ICso) e sua variagao,

o0 ajuste do modelo (R?Sy.x) para as substancias de referéncia (AZD-8055 ou Doxorrubicina) em

monoterapia ou combinadas com as nitrilas a 10 uM na linhagem HepG2.

Esquema terapéutico I1Cso R2/Sy.x Variagao do ICso
AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 083
AZD-8055+ Neq0779 0,05+ 0,01 uM 0,97/5,37
AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 0.67
AZD-8055 + Neq0780 0,04 £ 0,01 uM 0,98/4,93
AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 1
AZD-8055 + Neq0784 0,06 £ 0,01 uM 0,97/5,76
AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 083
AZD-8055 + Neq0827 0,05+ 0,01 uM 0,98/4,58
AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 12
AZD-8055 + Neq0830 0,07 £ 0,01 uM 0,98/4,78
AZD-8055 0,06 £ 0,01 uM 0,98/4,41 0.67
AZD-8055 + Neq0850 0,04 £ 0,01 uM 0,98/4,35
Doxorrubicina 0,40 £ 0,05 uM 0,98/4,10 033
Doxorrubicina + Neq0779 | 0,13 £0,01 uM 0,98/4,98
Doxorrubicina 0,40 £ 0,05 uM 0,98/4,10 0.48
Doxorrubicina + Neq0780 | 0,19 £ 0,01 uM 0,98/4,82
Doxorrubicina 0,40 £ 0,05 uM 0,98/4,10 0.25
Doxorrubicina + Neq0784 | 0,10 £ 0,01 puM 0,98/4,89
Doxorrubicina 0,40 £ 0,05 uM 0,98/4,10 033
Doxorrubicina + Neq0827 | 0,13 £ 0,01 uM 0,97/5,95
Doxorrubicina 0,40 £ 0,05 uM 0,98/4,10 0.55
Doxorrubicina + Neg0830 | 0,22 + 0,02 uM 0,98/5,58
Doxorrubicina 0,40 £ 0,05 uM 0,98/4,10 1
Doxorrubicina + Neg0850 | 0,47 + 0,05 uM 0,97/5,87

* Razdo entre os valores de 1Cso da combinacéo dos compostos quimicos em relacéo a substancia isolada
(abaixo de 1 = efeito sinérgico; acima de 1 = efeito antagonista).

Fonte: A autora.
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No geral, as combinac6es das substancias com Doxorrubicina demonstraram um perfil
melhor do que para 0 AZD-8055 na linhagem HepG2. Todas as substancias foram inativas na
combinacdo com AZD-8055, enquanto varias substancias tiveram sinergia com Doxorrubicina.
Esta diferenga se deve basicamente ao mecanismo da substancia de referéncia, sendo a
doxorrubicina um composto que atua na interacdo com DNA e topoisomerase 11, além de levar
ao aumento de ROS, enquanto que AZD-8055 é inibidor da mTOR com atuacdo no sitio do
ATP.

E interessante notar que o ensaio de migracdo da HepG2 levou a selecdo do maior
namero de derivados de dipeptidil nitrilas dentre todas as linhagens, apesar dos resultados de
terapia combinada terem sido, em sua maioria, desalentadores. Isto demonstra o qudo empirico
0 estudo de combinacdes de substéancias com mecanismos distintos ainda €, quando comparado
com substancias em monoterapia.

A partir dos dados da Tabela 13, pode-se estabelecer alguns padrdes estruturais para 0s
derivados testados em combinacdo com a Doxorrubicina. Por exemplo, Neq0779 e Neq780 se
diferem pela fenila e isopropila, mas ambas substancias apresentaram sinergia. Por outro lado,
a estereoisomeria do aminoacido central ndo parece ser essencial para a resposta celular, pois a

combinagdo com Neg0784 apresentou o melhor resultado da série.

4.3.3. Linhagem de cancer de mama (MDA-MB-231)

As Figuras 36, 37 e 38 representam as curvas concentracao-resposta para a linhagem
MDA-MB-231 com as substancias de referéncia AZD, BEZ e Doxorrubicina, respectivamente,

com o sumario descrito na Tabela 14.
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Figura 36. Curvas concentracdo-resposta da combinacao da substancia de referéncia (AZD-8055) com

a concentragao fixa das nitrilas (10 pM) para a linhagem MDA-MB-231.
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Figura 37. Curvas concentracao-resposta da combinacédo da substancia de referéncia (BEZ 235) com a

concentragdo fixa das nitrilas (10 uM) para a linhagem MDA-MB-231.
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Figura 38. Curvas concentragdo-resposta da combinagdo da substancia de referéncia (Doxorrubicina)

com a concentragdo fixa das nitrilas (10 pM) para a linhagem MDA-MB-231.
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Tabela 14. Sumério dos dados das curvas concentragdo-resposta com a poténcia (1Csg) € sua variagao,
0 ajuste do modelo (R?/Sy.x) para as substancias de referéncia (AZD-8055, BEZ 235 ou
Doxorrubicina) em monoterapia ou combinadas com as nitrilas a 10 uM na linhagem MDA-MB-231.

Esquema terapéutico I1Cso R2/Sy.x Variacao do ICso

AZD-8055 0,46 = 0,07 uM 0,96/6,23 23

AZD-8055+ Neq0779 1,06 + 0,31 pM 0,95/7,14
AZD-8055 0,46 = 0,07 uM 0,96/6,23 18

AZD-8055 + Neq0780 0,84 + 0,06 uM 0,97/4,22
AZD-8055 0,46 = 0,07 uM 0,96/6,23 0.87

AZD-8055 + Neq0784 0,40 £ 0,04 uM 0,97/5,36
AZD-8055 0,46 = 0,07 uM 0,96/6,23 20

AZD-8055 + Neq0837 0,93 £ 0,10 uM 0,97/4,87
BEZ 235 0,23 £ 0,02 uM 0,96/5,09 0.87

BEZ 235 + Neq0779 0,20 £ 0,02 uM 0,96/5,43
BEZ 235 0,23 £ 0,02 uM 0,96/5,09 0.01

BEZ 235 + Neq0780 0,21 £ 0,01 uM 0,95/6,25
BEZ 235 0,23 £ 0,02 uM 0,96/5,09 091

BEZ 235 + Neq0784 0,21 +£0,01 uM 0,96/5,41
BEZ 235 0,23 £ 0,02 uM 0,96/5,09 0.52

BEZ 235 + Neq0837 0,12 £ 0,01 uM 0,97/4,72
Doxorrubicina 1,97 £ 0,48 uM 0,94/7,77 0.68

Doxorrubicina + Neq0779 | 1,33 £0,24 uM 0,95/7,11
Doxorrubicina 1,97 + 0,48 uM 0,94/7,77 0.03

Doxorrubicina + Neg0780 | 0,06 + 0,01 uM 0,97/6,21
Doxorrubicina 1,97 £ 0,48 uM 0,94/7,77 083

Doxorrubicina + Neq0784 | 1,64 +0,21 uM 0,96/7,15
Doxorrubicina 1,97 + 0,48 uM 0,94/7,77 10

Doxorrubicina + Neq0837 | 1,98 + 0,48 uM 0,93/8,86

* Razdo entre os valores de 1Cso da combinacéo dos compostos quimicos em relacdo a substancia isolada
(abaixo de 1 = efeito sinérgico; acima de 1 = efeito antagonista).

Fonte: A autora.
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Na linhagem de mama (MDA-MB-231), o perfil de resposta celular foi completamente
distinto para cada agente citotoxico usado. Todas as combina¢Ges com AZD-8055 foram
inativas ou antagonistas. No caso de BEZ 235, somente a combinacdo com Neq0837 foi
sinergistica, enquanto as outras foram inativas.

Para a Doxorrubicina, a combinagcdo com Neg0780 demonstrou a maior sinergia dentre
todos os ensaios realizados, com aumento na poténcia de 33 vezes. A grande diferenga em
termos de resposta celular entre Neq0779 e Neq0780 para MDA-MB-231 somente pode ser
compreendida em termos moleculares devido a diferenca do aminoacido central na molécula,
embora este resultado seja bem distinto ao alcancado para HepG2 no item anterior, essa
diferenca pode estar associada ao proprio metabolismo celular da linhagem.

Contudo, a doxorrubicina foi a substancia de referéncia que apresentou o melhor efeito
sinergistico no estudo em combinagdo. Dados da literatura corroboram atividade desta
substancia em combinacdo com outros agentes que interajam com mecanismos de acéo distintos
ao da Doxo, como foi abordado nesse trabalho. Estudos revelam eficiéncia no tratamento de
pacientes com cancer de mama em estagios avan¢os combinando 1,250 mg/m2 de Gencitabina
com 60 mg/m2 de Doxorrubicina em até 6 ciclos de 21 dias (EL SERAFI et al., 2006) e também
foi reportada, para 0 mesmo cenario de pacientes, a combinacdo de 800 mg/m2 de Gencitabina
com 25 mg/m2 de Doxo em ciclo semanais de combinacdo (PEREZ-MANGA et al., 2000).
Além disso, foi observada a sinergia na combinacao de Doxo com antimetabolitos em linhagem
de mama. O Fluorouracil, o qual atua interferindo a sintese de DNA, foi descrito em
combinagdo com a Doxo. Foi reportado Icso de 0,25 pg/mL na combinagdo dos compostos,
aumento de 11,2 vezes para Doxo isolada e 6,1 vezes para Fluorouracil isolado na linhagem
MDA-MB-231 (DRUGBANK, 2018b).

Esse cenario justifica a aplicacdo da Doxorrubicina em combinagdo, uma vez que a
Doxo sozinha apresenta citotoxicidade elevada e ja foi reportado efeitos colaterais
significativos dessa substancia. Sendo assim, estudos cujo foco seja explorar os efeitos da Doxo
em combinagdo, com o objetivo de diminuir sua dosagem, se mostram promissores na terapia

contra o cancer.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A triagem das substancias quimicas utilizadas nesse estudo foi uma abordagem bem-
sucedida, com a identificacdo de novas substancias citotoxicas, compreensao da relagdo entre
mecanismo de acdo dos compostos de referéncia e a resposta fenotipica celular, analise da
inibicdo de migragdo de novas substancias bioativas e sua terapia combinada em linhagens de
células de cancer de mama (MDA-MB-231), figado (HepG2) e prostata (PC-3 e DU 145).

Os estudos com os inibidores de diversas etapas da via PI3K-AKT-mTOR levaram a
identificacdo da AZD-8055 (um inibidor da mTOR que interage no sitio do ATP) como a
substancia mais promissora para o desenvolvimento de derivados com perfil farmacoldgico
similar, devido a sua maior poténcia e seletividade para a maioria das linhagens testadas. No
entanto, deve-se levar em consideragé@o que estes inibidores de quinases ndo levam a 100% de
morte celular, o que pode ocasionar em resisténcia.

Os resultados de citotoxicidade obtidos para as substancias Neq0438 e Neq0440
corroboraram estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, sendo que houve uma
expansdo no numero e tipo de tumores avaliados. Deve-se salientar que estes dois compostos
apresentam seletividade para PC-3 em relacdo a todas as outras linhagens estudadas.

Conforme esperado, os derivados de dipeptidil nitrilas estudados ndo séo citotoxicos,
ainda sim alguns foram inibidores da migracdo celular no ensaio de fechamento de risca.
Ensaios complementares, com o uso da camara de Boyden para avaliacdo da migracdo e
também da andlise da atividade citostatica por meio da formacdo de colbnias sdo estudos
complementares importantes para serem estabelecidos.

No geral, a substancia de referéncia que apresentou maior sinergia em terapia
combinada in vitro foi a Doxorrubicina em todas as linhagens testadas, destacando a
combinacdo com Neg0780, a qual apresentou atividade sinergistica elevada. Este resultado
estimula novos estudos que possam compreender melhor o fendmeno observado e porque este
caso se difere tanto dos anteriores. Marcadores moleculares e de sinalizacéo celular poderao ser
usados para tal. Em resumo, este trabalho encoraja novos estudos de terapia combinada, uma

vez que estes tém gerado um interesse significativo no cenario clinico.
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