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RESUMO

LAROCA, A. B. Estudo da atividade biologica de inibidores de cisteino catepsinas
antineoplésicos em linhagens celulares de cancer de pancreas (MIA PaCa-2 e BxPC-3).
2022. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacéo Interunidades em Bioengenharia
da Escola de Engenharia de Sao Carlos — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e Instituto
de Quimica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo, Séo Carlos, 2022.

O céncer € um grupo de doencas heterogéneas que pode comecar em qualquer 6rgéo ou tecido
quando células crescem descontroladamente, podendo sair dos limites de sua localizacdo natural
(OMS). O Céancer pancreético € o sétimo em ndmero de mortes globalmente com 466.003 mortes e
495.773 novos casos em 2020 e a menor sobrevida ap6s 5 anos de todos os tipos de cancersolidos.
Os lisossomos sdo organelas conhecidas principalmente como local de digestéo celular, com cerca
de 40 diferentes tipos de enzimas e sdo chave para a degradacao de proteinas, desempenhando papel
importante no metabolismo e sinalizagdo intracelular. Estdo envolvidos em sinalizacdo metabolica,
regulacdo génica, imunidade, apresentacdo de antigenos, reparo da membrana plasmatica, adesao
celular, migracdo, apoptose, invasdo tumoral e metastase. As cisteino catepsinas, que estdo
concentradas no sistema endolisossomal, possuem importantes fungdes comodegradacéo proteica
oriunda de fagocitose, endocitose, autofagia e cancer. Mudangas na sua expressdo/atividade e
localizacdo estdo associadas a diversos tipos de cancer. Em nosso grupo de pesquisa, derivados de
dipeptidil nitrilas que atuam como inibidores covalentes reversiveis de cisteino proteases tém sido
estudados com atividade antiparasitaria e antineoplasica. Desta forma, foram analisados 16
compostos com o objetivo de identificar novas substancias bioativas derivadasde dipeptidil nitrilas
com atividade antineoplésica a partir de ensaio do perfil citotoxico com linhagens de cancer de
pancreas (BxPC-3 e MIA PaCa-2). Através do ensaio de viabilidade celular por MTT, dos 16 compostos,
4 apresentaram perfilcitotoxico, com destaque para o composto 831 que apresentou IC50 igual a
14,41 uM na linhagem BxPC-3 e indice de seletividade igual a 1,67 em relacdo a linhagem néo
tumoral BALB/3T3 clone A31. O estudo da morfologia celular com microscopia de epifluorescéncia
de células administradascom o composto 831 indicou a presenca de importante formacdo de
vacuolos na linhagem BxPC- 3, negativos para o marcador lisossomal Lysotracker, com mais
estudos sendo necessarios para a compreensao da biologia do processo. A resposta do composto
831 na linhagem MIA PaCa-2 foi distinta, sem formacao de vacuolos, com observacdo de nlcleos
fragmentados tipicos de nucleo emmorte tipo apoptose. Outros marcadores utilizados para a
linhagem MIA PaCa-2 foram utilizados (laranja de acridina e despolarizacdo de membrana
mitocondrial) fazendo parte de estudos fenotipicos. Os resultados observados na linhagem BxPC-3
indicam que os inibidores de dipeptidilnitrilas podem atuar no processo autofagico ou ainda levar a
um tipo de morte celular com formacaode vacuolos e que devem ser investigados em mais detalhe.

Palavras-chave: Cancer de pancreas. Cisteino catepsina. Composto antineoplasico. Cultura

celular. Morte celular.






ABSTRACT

LAROCA, A. B. Study of the biological activity of antineoplastic cysteine cathepsin
inhibitors in pancreatic cancer cell lines (MIA PaCa-2 and BxPC-3). 2022. Dissertacéo
(Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo Interunidades em Bioengenharia da Escola de
Engenharia de S&o Carlos — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto e Instituto de Quimica
de Séo Carlos da Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2022.

Cancer is a group of heterogeneous diseases that can start in any organ or tissue when cells
grow uncontrollably, leaving the limits of their natural location (WHO). Pancreatic cancer is the
seventh in the rank of deaths globally, with 466,003 deaths and 495,773 new cases in 2020. It has
the lowest 5-year survival among all solid cancers. Lysosomes are organelles known primarily as
the site of cellular digestion, with about 40 different types of enzymes, and are key for protein
degradation, playing an important role in intracellular metabolism and signaling. They are involved
in metabolic signaling, gene regulation, immunity, antigen presentation, plasma membrane repair,
cell adhesion, migration, apoptosis, tumor invasion, and metastasis. Cysteine cathepsins are
concentrated in the endolysosomal system, having important functions such as protein degradation
arising from phagocytosis, endocytosis, autophagy and cancer. Changes in its expression/activity
and location are associated with several types of cancer. Our research group has studied dipeptidyl
nitrile derivatives that act as reversible covalent inhibitors of cysteine proteases with antiparasitic
and antineoplastic activity. In this way, 16 compounds were analysed to identify new bioactive
substances derived from dipeptidyl nitriles with antineoplastic activity from a cytotoxic profile
assay with pancreatic cancer strains (BxPC-3 and MIA PaCa-2). Out of 16 compounds, 4 showed
a cytotoxic profile, especially compound 831, which showed an 1C50 equal to 14.41uM in the
BxPC-3 cell line and a selectivity index equal to 1.7 in relation to the non-tumour cell line BALB/3T3
clone A31. The study of cell morphology with epifluorescence microscopy of cells administered
with compound 831 indicated the presence of important vacuole formation in the BxPC-3 cell line,
negative for the lysosomal marker Lysotracker, with further studies being necessary to understand
the biology of the process. The response of compound 831 in the MIA PaCa-2 cell line was distinct,
without the formation of vacuoles, with the observation of fragmented nuclei typical of apoptosis-
like death. Other markers used for the MIA PaCa-2 cell line (acridine orange and mitochondrial
membrane potential) were used in phenotypic studies. The results observed in the BXPC-3 lineage
may indicate that dipeptidyl nitrile inhibitors can act in the autophagic process or even lead to a
type of cell death with vacuole formation, which should be investigated in more detail.

Keywords: Pancreatic cancer. Cysteine cathepsin. Antineoplastic compound. Cell culture.
Cell death
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1. Introducéao
1.1 Céncer

Das vérias definicdes dadas ao cancer, uma delas, dada pela Organizacdo Mundial da
Salude (OMS) diz se tratar de um grupo de doencas heterogéneas que podem comecar em
qualquer 6rgdo ou tecido quando células crescem descontroladamente, podendo sair dos limites
de sua localizagéo natural. No entanto, o cancer ndo é apenas um conjunto de células anormais
com replicacdo descontrolada, mas sim um conjunto de doengas complexas com mecanismos
queenvolvem varios processos a niveis celulares e globais no organismo. E importante entender
gue 0s mecanismos observados nas células tumorais nao sdo inovadores, mas manipulacdes de
mecanismos ja encontrados nas células em homeostase a benesse do desenvolvimento tumoral.
O conhecimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento tumoral é de supra
importancia para determinar possiveis estratégias e desenvolvimento de novas terapias alvo
especificas (SENGA; GROSE, 2021).

O conjunto de mecanismos associados a progressao tumoral ficou conhecido como
propriedades do cancer e descreve o0s principais eventos que ocorrem de forma concomitante ao
longo do desenvolvimento tumoral, culminando na migracdo e invasdo. As principais
propriedades sdo: autossuficiéncia em estimuladores de crescimento, insensibilidade para
inibidores de crescimento, invasdo tecidual e metastase, potencial ilimitado de replicacéo,
estimulo de formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e evasdo de apoptose
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). A reprogramacao do metabolismo e a evasdo do sistema
imune foram as Gltimas propriedades a serem adicionados (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Assim como 0s mecanismos explicados acima sdo complexos, as causas também seguem
esse padrdo, e sdo multifatoriais, com fatores genéticos e ambientais de forma conjunta sendo
os grandes responsaveis pelo surgimento de células cancerosas. De acordo com o National
Institute of Health (NIH), mutacdes genéticas tem um papel fundamental em 5 a 10% dos casos
de cancer, enquanto que os fatores ambientais representam 0s maiores riscos para o surgimento
de cancer, com tabaco, alcool, dieta, poluicdo, falta de exercicio fisico, estresse, exposicdo a
carcindgenos (relacionados ao trabalho), pesticidas e toxinas sendo as principais causas
(RAHMAN; SURESH; WALY, 2018). De forma preocupante, as estatisticas mostram que 0s
casos de cancere as mortes pela doenga tém aumentado ao longo do tempo, e esses nimeros
estdo relacionados com o envelhecimento e aumento da populacédo, além de mudancas no estilo
de vida que exp0eas pessoas cada vez mais a fatores de risco. Esse aumento pode ser visto ao

comparar os dadosde incidéncia e morte disponibilizados pela International Agency for
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Research on Cancer (IARC). Globalmente, em 2012 foram estimados 14,1 milh6es de novos
casos (excluindo cancer de pele ndomelanoma) e 8,2 milhGes de mortes (excluindo cancer de
pele ndo melanoma) (IARC).J& em 2020 foram estimados 18,1 milhdes de novos casos
(excluindo cancer de pele ndo melanoma) e 9,9 milhdes de mortes (excluindo cancer de pele
ndo melanoma) por cancer no mundo (IARC). O cenario brasileiro de acordo com o Instituto
Nacional de Cancer(INCA) foi estimado em 626.030 novos casos e 232.030 novas mortes em
2020.

Desse numero de mortes, a metastase € responsavel por substancial parte. Muitos estudos
mostram que até 90% das mortes ocorrem por metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000),
enquanto outros estudos atribuem 66% das mortes (DILLEKAS; ROGERS; STRAUME,
2019). De toda forma, € uma estatistica importante e que deve ser levada em consideracdo para
direcionar esforcos em pesquisa da biologia do processo metastatico e terapias mais efetivas

para tumores de estagio mais avancado.

1.2 Metéstase

O avanco da doenca de tumor primério localizado para novas coldnias distantes do tumor
primario se chama cascata de invasdo metastatica, e possui algumas etapas basicas: escape de
células do tumor primaério, intravasdo, sobrevivéncia, extravasdao e colonizacdo (PAUL,;
MISTRIOTIS; KONSTANTOPOULOS, 2017) com diversoseventos bioldgicos observados
durante esta progressdo metastatica (TALMADGE; FIDLER, 2010).

Um deles, a transicdo epitélio mesenquimal (EMT), € um programa celular reversivel que
torna células epiteliais em um estado semi-mesenquimal (NIETO, 2009) e ocorre na
embriogénese, processo de cicatrizagdo e em migracao/invasdo em cancer (KALLURI, 2009).
No contexto de metastase, as células malignas perdem tracos epiteliais e adquirem tracos
mesenquimais, como motilidade, maior capacidade de invasdo e habilidade de degradar
componentes da matriz extracelular (ECM), facilitando a migragédo/invasdo (LAMBERT,;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017). Ha também a repressdo da expressao de moléculas
de adesdo, como a E-caderina, importantes para a manutencdo das células aderidas umas as
outras (TERRY et al., 2017).

Além disso, células em EMT sdo capazes de regular a atividade antitumoral, sendo mais
resistentes a morte por células do sistema imune e dificultam a eficacia de tratamentos
quimioterapicos e imunoterapia (TERRY et al., 2017).

Outro fator-chave que promove o desenvolvimento tumoral in situ até tumores mais

agressivos e metastaticos € a instabilidade gendmica (YAO; DAI, 2014). Ao longo de geracdes
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de células tumorais em répida divisdo celular, a instabilidade genémica gera inimeras
subpopulaces com seus respectivos perfis genéticos e que conferem heterogeneidade tumoral
(CARTER, 2006). Esses subclones podem ser vistos de forma evolutiva, com variac6es
genéticas trazendo vantagens sobre outros clones, seja evasao do sistema imune ou resisténcia
a tratamentos quimioterapicos e seriam uma das grandes causas de tratamento malsucedido e
resultando em recidivas (NOWELL, 1976).

As interacdes celulares com a ECM sdo determinantes para o fendtipo celular
(WINKLER, 2020). A migracdo e invasao celular tém ligacdo direta com modificacGes
biofisicas e bioquimicas da matriz extracelular (EGEBLAD; RASCH; WEAVER, 2010)
promovidas por cerca de 700 proteinas, dentre elas as cisteino catepsinas, as quais resultam em
mudancgas na abundancia, estrutura e organizacdo dos componentes da ECM, mudando o
destino celular (NABA, 2016). Sdo quatro os principais processos na remodelacdo da ECM:
deposicdo da ECM, mudangas quimicas pds-translacionais, degradacdo proteolitica e
remodelacéo fisica (WINKLER, 2020). Células tumorais e associadas ao tumor modificam estes
quatro mecanismos, estimulando a progressao tumoral (KAI; DRAIN; WEAVER,2019).

A ECM é clivada por diversas classes de proteases, dentre elas proteases que clivam em
residuos de aminodacidos e que sdo secretadas em maior parte por células do estroma e por
celulas tumorais (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010). Essas proteases ao degradarem a
ECM normal, abrem espacgo para a substituicdo por uma ECM mais favoravel a progressao
tumoral que facilita a motilidade das células cancerosas e liberam fatores de crescimento
previamente ligados a moléculas da ECM original (KESSENBROCK; PLAKS; WERB, 2010).
A ECM remodelada facilita a migracéo celular e invaséo no estroma (KAI; DRAIN; WEAVER,
2019); a degradagdo dos componentes da ECM é crucial para a movimentacdo das células
através da matriz ao abrir caminhos de migracdo além de reduzir o estresse mecanico das células
em migragdo (WOLF, 2013).

1.3 Cancer de Pancreas

O cancer pancreatico (CP) é o setimo em numero global de mortes com 496 mil novos
casos e 466 mil novos casos em 2020 para ambos 0s sexos e todas as idades (MATHUR, 2020).
No Brasil, segundo o INCA, no ano de 2019, o CP esteve entre 0s dez tipos de cancer mais
incidentes em ambos 0s sexos, foi 0 sétimo em nimero de mortes para homens (5.905) e quinto
em mulheres (5.893).

O adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC), que compreende aproximadamente 90%
dos casos de CP (ADAMSKA; DOMENICHINI; FALASCA, 2017), tem a menor sobrevida
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apos 5 anos de todos os tipos de cancer solidos. Sdo varias as razdes para esse prognastico,
dentre elas a dificuldade de um diagndstico precoce, uma vez que os sintomas frequentemente
aparecem guando o estagio da doenca ja € avancado, contribuindo para um diagnostico tardio.
Além disso a falta de biomarcadores validades influencia em tratamentos pouco efetivos
(MOFFAT; EPSTEIN; O'REILLY, 2019). De forma geral o tratamento para CP ¢ feito por
remocgado cirurgica, seguido de terapia adjuvante com gencitabina e capecitabina, variando
também de acordo com o estagio do tumor no momento do diagnéstico (ROBATEL; SCHENK,
2022). Além disso, terapias neoadjuvantes sdo utilizadas para tumores avancgados e de remocao
cirargica impeditiva, , sendo que pacientes diagnosticados com tumores em estagio Ill e 1V
realizam tratamento paliativo (KAMISAWA, 2016; ROBATEL; SCHENK, 2022). Conseguir
realizar um diagnostico precoce € de extrema valia para melhorar o prognostico atual e
identificar os fatores de risco se torna uma das estratégias principais (KAMISAWA, 2016).
Consumo de cigarro (IODICE, 2008), pancreatite cronica (RAIMONDI,2010) histérico familiar
de CP (HRUBAN, 2010) e diabete mellitus (BOSETTI, 2014) estdo entre os principais fatores
de risco.

A alta mortalidade do CP se deve também ao seu carater agressivo e varias caracteristicas
de sua biologia explicam isso, tais como a perda de genes supressores de tumor, resposta imune
inefetiva e caracteristicas de seu microambiente tumoral (MT) (UZUNPARMAK; SAHIN,
2019) como desmoplasia, imunossupressdo, baixa infiltracdo de células imunes e hipdxia,
promovendo o crescimento tumoral e diminuicdo da atividade dos farmacos administrados
(SARANTIS, 2020).

O CP possui uma grande variedade de vias de sinalizacdo alteradas e que promovem a
progressao tumoral. O fator de crescimento transformante alfa (TGF-a), fator de crescimento
insulina simile-1 (IGF1), fator de crescimento de fibroblasto (FGF) e fator de crescimento de
hepatocitos (HGF) e seus respectivos receptores de tirosina quinase ativam vias que por fim
promovem migracao e invasdo (KLEEFF, 2016). Vias anti-apoptoticas e pro-sobrevivéncia tais
como STAT3, NF-kB e AKT também se encontram ativadas (WADDELL, 2015).

Mutacdes de muitos genes sdo encontrados no cancer de pancreas, porém algumas sdo mais
prevalentes. Mutacoes em KRAS sdo encontradas em mais de 90% dos tumores e a inativagao
dos genes TP53, CDKN2A e SMAD4 ocorrem em taxas de mais de 50% (WADDELL, 2015).
Somado ao cenario de dificuldades quanto ao diagnostico, diversidade de vias de sinalizagéo e
genes mutados, temos a prépria ineficacia dos tratamentos hoje utilizados na oncologia (em
geral Gencitabina). A resisténcia ao tratamento quimioterapico ocorre tanto de forma intrinseca,

comresisténcia desde o inicio do protocolo, quanto resisténcia adquirida, ocorrendo ao longo
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do tratamento (AMRUTKAR; GLADHAUG, 2017). Uma vez que a fisiologia lisossomal e das
cisteino catepsinas tem um papel importante no processo de resisténcia quimioterapica
(abordado no proximo topico), o estudo de compostos que atuam regulando/inibindo esse
processo se torna uma estratégia para atingir um maior sucesso no tratamento comparado ao

que temos atualmente na oncologia (GEISSLINGER et al., 2020).

1.4 Estruturas e aspectos celulares de interesse

Dado que o cancer de pancreas possui, como discutido no item anterior, uma
complexidade molecular e tratamentos inefetivos, novas substancias bioativas devem ser
desenvolvidas. O presente estudo tem como foco o desenvolvimento de compostos inibidores
de cisteino catepsinas e, para melhor compreensdo, os proximos itens trardo informacdes de

organelas e aspectos celulares importantes para o desenvolvimento do estudo.

1.4.1 Lisossomos

Os lisossomos sdo organelas conhecidas principalmente como o local de digest&o celular.
Possuem cerca de 40 diferentes tipos de enzimas (hidroliticas, proteases, nucleases,
glicosidases, lipases, fosfolipases, fosfatases e sulfatases) (BONAM; WANG; MULLER, 2019)
e, portanto, sdo importantes para a degradacao de proteinas e desempenham papel importante
no metabolismo e sinaliza¢do intracelular (SETTEMBRE, 2013). A atividade das enzimas
lisossomais é 6tima em pH &cido (~ 5) e, para tal, a membrana do lisossomo possui uma bomba
H+-ATPase, que através de clivagem de ATP transporta ions H+ para dentro do lumen
lisossomal e mantém o pH acido (ISHIDA et al., 2013). Cada célula de mamifero possui entre
50 e 1000 lisossomos distribuidos pelo citoplasma e, apesar de seu grande nimero e importante
funcdo primordial, teve por muito tempo o seu estudo negligenciado. Somente nos ultimos anos
novos avangos foram feitos sobre sua importancia e biologia (BALLABIO; BONIFACINO,
2020). Os lisossomos estdo envolvidos em sinalizagdo metabolica, regulacdo génica,
imunidade, apresentacdo de antigenos, reparo da membrana plasmatica, adesdo celular,
autofagia, migracdo, apoptose, invasdo tumoral e metastase (LAWRENCE; ZONCU, 2019) e
mudancas em sua fungdo estdo relacionadas com doengas neurodegenerativas metabolicas e
cancer (BALLABIO; BONIFACINO, 2020).

Como exemplo da ascéncdo em importancia do lisossomo para a biologia celular e suas
variadas funcoes, a recente descoberta de que os lisossomos atuam como sensores de nutrientes

celulares e que mTORC1 se associa ao lisossomo em situagdes especificas se tornou tema
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importante na pesquisa atual (SANCAK, 2008; 2010; SAXTON, 2017).

Outro ponto relevante é a regulagdo do ndmero, posicionamento e tamanho dos
lisossomos, regulados a partir de estimulos intracelulares e extracelulares e que por
consequéncia altera sua atividade (NEEFJES; JONGSMA; BERLIN, 2017; PU et al., 2016;).
Mudancas no padrdo de localizacdo trazem consequéncias negativas para varias doencas,
incluindo o céncer (DAVIDSON; VANDER HEIDEN, 2017). Subopulac6es de localizacdo
periférica em células tumorais tém funcBes na adesdo celular (PU et al., 2015;
SCHIEFERMEIER et al., 2014), exocitose, invasao (BIAN et al., 2016; BRIX et al., 2014;
RAFN et al., 2012), sinalizacdoe morte celular. Um expressivo aumento dessa populacéo
lisossomal na periferia celular tem sido relatado em processos de malignidade, migracéo e
invasdo que ocorrem na tumorigénese (OLSON; JOYCE, 2015).

A exocitose das enzimas lisossomais acaba por degradar componentes da ECM e estes
sdo internalizados e degradados por lisossomos, facilitando a invaséo das células tumorais na
ECM. Moléculas de adesdo como E-caderina também sdo alvos que promovem o
desenvolvimento tumoral (OLSON; JOYCE, 2015). Além disso, os lisossomos participam da
progressao tumoral, através de processos como 0 aumento da macropinocitose, aumento do
fluxo autoféagico e regulacdo da expressdo génica que ativam a autofagia.

Os lisossomos também estdo envolvidos em mecanismos de resisténcia quimioterapica
ao sequestrar o farmaco para dentro de seu limen, acumulando-o e por consequéncia afastando-
o0 do seu alvo molecular. Farmacos hidrofobicos tém particular tendéncia a se acumular em
lisossomos por se locomoverem facilmente nas membranas plasmaticas e lisossomais. Quando
esses adentram o lisossomo, em que hd um pH &cido, ocorre sua protonacdo, perdendo a
capacidade de passar pela membrana do lisossomo e assim se direcionar ao citoplasma
(GOTINK et al., 2011; JANSEN et al., 1999; KAUFMANN; KRISE, 2017). A diminuicgdo da
fungdo do lisossomo pode ser benéfica em varios aspectos, pois pode levar a reducéo de sua
atividade e funcdo nos variados processos de progressdo tumoral em que participa, além de
mitigar a probabilidade da resisténcia aos farmacos e suas consequéncias terapéuticas maléficas
(GEISSLINGER et al., 2020).

1.4.2 Autofagia

Outro processo em gue o lisossomo esta diretamente envolvido € a autofagia, que é uma
via intracelular catabdlica estimulada por diversas condi¢des de estresse, caracterizada pela
reciclagem de componentes celulares para reutilizacdo celular, degradando proteinas nao

funcionais ou desnecessarias, além de organelas para a manutencéo da homeostase celular. E
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um processo fundamental para protecdo das células contra proteinas com perda de funcéo,
toxinas, manutencdo do metabolismo e contribuicdo para a sobrevivéncia da célula
(MIZUSHIMA, 2005; 2017). O aumento da autofagia é estimulado por varios fatores como a
falta de oferta energética, privacdo de hormonios de crescimento, hipoxia, patdgenos, dentre
outros (GALLUZZI et al., 2014; KAUR, DEBNATH, 2015). Desta forma, é compreensivel que
a disfuncdo da autofagia celular contribua para a perda da homeostase, através de danos ao
DNA, estresse metabolico, acimulo de toxinas e proteinas defeituosas, além da tumorigénese.
A perda de funcdo da autofagia esta relacionada com doencas como Alzheimer, Parkinson e
cancer (NIXON, 2013; WHITE, 2012).

O processo autofagico ocorre a partir do sequestro de material intracelular por vesiculas
constituidas por duas membranas. E um evento sequencial, iniciado pela formag&o do fagoforo
(membrana de isolamento), evoluindo a autofagossomo e autolisossomo, este 0ltimo
responsavelpela degradacdo e reciclagem final gerada pela autofagia (KLIONSKY etal., 2011).
Olisossomo € a organela que armazena as enzimas responsaveis pela degradacdo do contetdo
autofagico (HUANG et al., 2018).

A autofagia em cancer pode ter um papel de supressor ou promotor da tumoral,
dependendo do contexto e momento observados durante a tumorigénese. Os niveis basaisde
autofagia protegem a célula ao promover a homeostase, reduzindo constituintes celulares
danificados, reduzindo os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), promovendo a
manutencdo do metabolismo celular normal (TANG et al., 2010). A perda de funcdo da
autofagia resulta em um aumento do estresse bioquimico, que favorece o aumento de mutacdes
genéticas, proteinasnao funcionais e ROS, que favorece a progressao tumoral.

No entanto, em tumores avancados, a autofagia possui um papel promotor e atua na
sobrevivéncia das células tumorais. A hipoxia e a privacdo de nutrientes, situacdo encontrada
principalmente na regido central de tumores, sdo um dos principais ativadores da autofagia,
ajudando as células a superarem o estresse causado pela falta de oxigénio (LIU, RYAN, 2012;
RABINOWITZ, WHITE, 2010). A autofagia complementa a alta demanda energética ao
degradar componentes extracelulares, fornecendo substratos metabolicos as células do tumor.
O elevado metabolismo das células tumorais traz como consequéncia um grande estresse
bioquimico, que a autofagia ajuda a contornar, mantendo as células tumorais funcionais,
auxiliando na sua sobrevivéncia (BOYA, REGGIORI, CODOGNO, 2013; WEI et al., 2011).
Alguns tumores, como o cancer de pancreas podem ter mutagdes em RAS, com aumentodos
niveis de autofagia, acelerando o crescimento tumoral, sobrevivéncia e oncogénese (GUOQet al.,
2011; KARNOUB, WEINBERG, 2008).
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Além disso, a autofagia favorece o processo metastatico ao proteger as células tumorais
que encontram ambientes ndo favoraveis a sobrevivéncia quando deixam o tumor primario.
Para migrar do local primario e se estabelecer em um sitio secundario, a célula tumoral deixa
de estar envolta em matriz extracelular, o que pode causar um tipo de morte celular chamado
de anoikis (GUADAMILLAS; CEREZO; DEL POZO, 2011). A adaptacéo ao sitio secundario
metastatico também fornece condic¢Ges ndo ideais as células tumorais e a autofagia tem papel
protetor que favorece a sobrevivéncia e estabilizacdo para concretizacdo da metéstase
(AVIVAR-VALDERAS et al., 2013; CAI; YAN; XU, 2015). O aumento do processo
autofagico também é observado em tumores apresentando resisténcia ao tratamento
quimioterapico. A autofagia protege a célula dos danos causados peloquimioterapico, por
exemplo, favorecendo a resisténcia a tratamentos com 5-fluorouracil (PARK et al., 2013) e
cisplatina (WANG.; WU, 2014). Desta forma, a autofagia se torna um alvo promissor para
aumentar a eficiéncia dos tratamentos anticancer com conhecidos reguladores de autofagia

como rapamicina, cloroquina e hidroxicloroquina (HUANG et al., 2018).

1.4.3 Cisteino Catepsinas

Ha cerca de 600 proteases em humanos, das quais 11 fazem parte do grupo das cisteino
proteases (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X) (REISER et al., 2010), sendo expressas na forma
de zimogénios inativos, fundamentais para a homeostase em condigdes fisiologicas (SOOND;
KOZHEVNIKOVA; ZAMYATNIN, 2019). S& em maioria endopeptidases, embora as
catepsinas B, C, H e X apresentem atividade exopeptidase (VIZOVISEK; FONOVIC; TURK,
2019). As catepsinas estdo concentradas no sistema endolisossomal, local em que possuem
importantes funcdes como degradacao proteica oriunda de fagocitose, endocitose e autofagia
(DE DUVE, 2005) e resposta imune relacionada ao MHC-11 (TURK et al., 2012). Sua atividade
Otima ocorre em pH &cido, correspondendo com sua localizagcdo prevalente no sistema
endolisossomal. Em pH neutro s&o inativadas, com exce¢édo da catepsina S, onde a catepsina L
é a mais sensivel nesse aspecto (TURK et al., 1995). Sua localizagdo no meio extracelular é
associada a algumas doengas como as cardiovasculares, 0sseas, articulares e diversos tipos de
cancer (BRIX etal., 2015; OLSON; JOYCE, 2015; REPNIK et al., 2012). As cisteinocatepsinas
também sdo encontradas no citoplasma, através por exemplo do escape dos lisossomos atuando
em processos de inflamagéo e morte celular (DROGA-MAZOVEC et al., 2008) e no nucleo,
atuando no ciclo celular, particularmente algumas isoformas de cisteino catepsinas. Dentre elas,
a isoforma de catepsina L, capaz de se translocar ao nlcleo e aumentara proliferacdo de
fibroblastos (GOULET et al., 2004). Outras isoformas também sdo encontradas para as
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catepsinas B e S (SHI et al., 1992; TEDELIND et al., 2010).

No céncer, o pH acido do microambiente tumoral (GERWECK; SEETHARAMAN,
1996) possibilita a atividade das cisteino catepsinas no meio extracelular, cooperando para a
progressdo tumoral pela degradacdo de componentes da ECM (OLSON; JOYCE, 2015). Os
macrofagos associados a tumor (TAMSs) sdo as maiores fontes de cisteino catepsinas no
microambiente tumoral, porém outras células do estroma (incluindo as células tumorais)
apresentam altos niveis de expressdo e secretam catepsinas no microambiente tumoral
(MOHAMED; SLOANE, 2006). As catepsinas trazem um fator complicador em seu estudo
global por serem redundantes e terem a capacidade de se regularem entre si, ou seja, a inibigéo
de uma cisteino catepsina pode ser compensada pela maior expressdo e atividade de outra
cisteino catepsina (SEVENICH, 2010), porém algumas atividades especificas foram designadas
através de estudos. A catepsina B tem a capacidade de degradar a membrana basal (CHANG et
al., 2009), a catepsina L atua estimulando o crescimento tumoral (ABBOUD-JARROUS et al.,
2008), enquanto as catepsinas L e S favorecem a angiogénese (VEILLARD et al., 2011).
Importantes moléculas de adesdo sdo alvos das cisteino catepsinas, como caderina-E e JAM-B,
essenciais para a coesdo celular (SOBOTIC et al., 2015). As catepsinas B, L e S possuem menor
especificidade e ampla atividade em inmeros componentes da ECM como proteoglicanos,
colageno I, 11, 1V, 1X, X, XlI, fibronectina, osteocalcina, osteonectina e elastina sdo substratos
(RUDZINSKA et al., 2019), mostrando a extensdo com que atuam no contexto tumoral e de

sua progressdo, cooperando diretamente com 0 processo metastatico.

1.4.3.1 Cisteino catepsinas em cancer de pancreas

As cisteino catepsinas tém expressdo aumentada em células tumorais, atuando em
diversos mecanismos durante o desenvolvimento tumoral. Embora estejam concentradas na via
endolisossomal, atuam em processos de morte celular e inflamacéo no citoplasma, regulagéo
do ciclo celular no nucleo e sinalizagdo celular em meio extracelular (KRAMER; TURK;
TURK, 2017). As cisteino catepsinas atuam clivando inimeros componentes da matriz
extracelular (colageno I, 11, 1V, IX, X, XI, fibronectina, osteocalcina, osteonectina e elastina) e
moléculas de adesdo (E-Caderina, JAM-B, ALCAM, CD44) e receptores de vias importantes
relacionadas a invaséo e mobilidade celular como 0 EGFR (KRAMER; TURK; TURK, 2017;
RUDZINSKA et al., 2019), demonstrando a extensdo de sua atividade pré desenvolvimento
tumoral e a sua elegibilidade como alvo para terapias de cancer, sobretudo pelo seu papel

extracelular e favorecimento da metastase, causa primordial das mortes por céancer
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(DILLEKAS; ROGERS; STRAUME, 2019; HANAHAN:; WEINBERG, 2000).

Para 0 CP a superexpressdo de catepsinas ndo é diferente, contribuindo para o
desenvolvimento tumoral (SULPIZIO et al., 2012). O desenvolvimento do presente estudo tem
o enfoque em trés catepsinas (B, L e S) e que apresentam atividades importantes em CP. A
catepsina B atua na ativagdo de proenzimas, pré-hormonios e degradacdo da ECM
(CHWIERALSKI; WELTE; BUHLING, 2006; OHTA et al., 1994). H4 um aumento dos niveis
de mRNAde catepsina B no citoplasma de células de cancer de pancreas, macrofagos e
fibroblastos de amostras de PDAC e a imunorreatividade (imuno-histoquimica) da catepsina B
foi encontrada em 96% das amostras de pacientes com tumor passivel de remocéo cirdrgica e
se mostrou um preditor de recorréncia ap6s a remocao cirurgica, estressando a agdo na
metéstase (NIEDERGETHMANN et al., 2004). Em modelo de rato knockdown para catepsina
B, ha a diminuicdo da progressao tumoral, invasdo e metastase (GOPINATHAN et al., 2012).

Assim como para a catepsina B, a catepsina L também tem imunorreatividade alta (90%)
das amostras de tumores ressecaveis de CP, além de fibroblastos, macr6fagos
(NIEDERGETHMANN et al., 2004). Um modelo transgénico de camundongo RIPI-Tag2
(desenvolve cancer de pancreas com 12-14 semanas de idade) ao ter a catepsina L inibida tem
apoptose aumentada, além de reducdo de angiogénese (GOCHEVA et al.,2006; JOYCE et al.,
2004). A catepsina S promove angiogénese, crescimento e invasdo em CP (GOCHEVA et al.,
2006; KWOK et al., 2011; WANG et al., 2006). Por imuno-histoquimica, foram detectados
altos niveis de expressao de catepsina em modelos in vivo com lesdes Panln e estagios iniciais
de PDAC (WANG., 2006).

1.4.4 Morte celular

A morte celular regulada (MCR) possui processos bioldgicos e maquinaria celular
dedicada a ela, e, portanto, pode ser alvo de regulacdo farmacoldgica e genética (GALLUZZI
et al., 2015; 2016).

A MCR pode ocorrer para a manutencgéo da fisiologia e homeostase corporal, chamada
entdo de morte celular programada (MCP), ou pode ocorrer em resposta a um agente externo,
seja fisico, quimico, biolégico ou farmacolégico. A morte celular ocorre quando a perturbagéo
foi muito intensa a ponto da célula ndo ter mais mecanismos de retorno & homeostase, entrando
entdo em processo de morte celular, que se torna importante no contexto global por liberar
moléculas que alertam o organismo da presenca de um agressor, comumente chamados de
padrbes moleculares associados ao dano ou DAMP (KRYSKO et al., 2012; WEST etal., 2017).

Durante o processo de morte celular, ocorrem alteracbes morfologicas que sdo facilmente



29

identificadas, auxiliando na categorizacdo do tipo de morte celular em questdo. Trés tipos
principais foram categorizados seguindo os padrdes morfoldgicos: (1) morte tipo apoptose, com
fragmentacdo nuclear e encolhimento citoplasmatico, (2) morte tipo autofagia, com formacéo
extensa de vacuolos citoplasmaticos e (3) morte tipo necrose, com perda da integridade da
membrana plasmatica e vazamento de contetdos celulares (GALLUZZI et al., 2007).

Esta classificagdo é oriunda do acumulo de estudos de varias décadas, comegando nos
anos 1960, porém, o avanco tecnoldgico permite o estudo cada vez mais aprofundado. A morte
celular regulada ndo tem apenas aspectos morfoldgicos a serem avaliados, mas tambémdiversos
aspectos genéticos, bioquimicos, farmacoldgicos e funcionais que trazem valiosas informacdes
para auxiliar na compreensdo dos processos envolvidos na morte celular e que podem ser de
grande valia para o desenvolvimento de efetivas alternativas terapéuticas (GALLUZZI et al.,
2018). Ainda que aspectos morfoldgicos sejam importantes e possam trazerinformacdes que
direcionem para o conhecimento dos mecanismos bioquimicos, morfologias de morte celular
similares podem ter diferengas moleculares significativas(CHERNOBROVKIN; ZUBAREV,
2016). Como resultado, o comité de nomenclatura de morte celular (GALLUZZI et al., 2018),
tem em seus relatorios aportado um crescente niUmerode categorias de morte celular. Enquanto
em 2005, foram relatados 4 subtipos, o Gltimo relatério(GALLUZZI et al., 2018) descreveu 12
subtipos. A morfologia de uma célula em processo de morte ndo deixa de ser, porém uma
caracteristica importante a ser avaliada e que pode nos dar informacGes dos processos
bioquimicos e alvos moleculares envolvidos (CHERNOBROVKIN; ZUBAREV, 2016),

sobretudo em estudos iniciais e que indicam caminhos a serem melhor investigados.

1.4.5 Mitocdndria

As mitocéndrias sdo organelas celulares fundamentais para a homeostase celular. Células
eucaridticas possuem centenas de mitocéndrias, ocupando até 20% do volume citoplasmatico.
As mitocondrias foram essenciais para a evolugdo de animais complexos, pois é o local onde
ocorre o metabolismo aerdbico das células. Sem as mitocondrias, as células teriam adenosina
trifosfato (ATP) proveniente apenas da glicolise, processo anaerdbico de baixo rendimento
energético. Dessa forma, a homeostase da fisiologia celular e do organismo é dependente do
metabolismo mitocondrial (KUMMER; BAN, 2021). Esse é responsavel pela energia para o
funcionamento celular e saide do organismo, incluindo geracdo de energia (por exemplo,
contracdo muscular, divisdo celular), biossintese, enovelamento e degradacdo de proteinas,
geracdo e manutengdo de potenciais de membrana. Além da respiracdo celular e geragéo de

ATP, sdo responsaveis por diversas outras funcdes como a geracdo de NADH, GTP, biossintese
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de amino&cidos e grupo heme, sinalizacdo de célcio, respostas a estresse e sdo um centro de
sinalizacdo celular (CHANDEL, 2014; PELLEGRINO; HAYNES, 2015; RIZZUTO et al.,
2012).

Devido a esse amplo papel na fisiologia celular, disfun¢ées mitocondriais séo geralmente
graves, e sua perda de funcéo esté relacionada a morte celular por apoptose e envelhecimento.
A mitocondria possui duas membranas, a externa € porosa e permite a livre passagem de
pequenas proteinas e ions, com isso ndo ha formacéo de potencial de membrana. No entanto, a
membrana interna é uma forte barreira de difusdo para ions e outras moléculas, com o transporte
sendo realizado por proteinas de transporte seletivas, com consequente criacdo de um potencial
de membrana de 180mV. E na membrana interna que ocorre a fosforilagio oxidativa, através
de complexos proteicos e geracdo de ATP (KUHLBRANDT, 2015).

Durante o processo apoptotico a mitocondria sofre diversas mudangas fisioldgicas, dentre
elas a perda do gradiente eletroquimico existente na membrana interna, gerando uma perda de
eficiéncia na fosforilacdo oxidativa. O potencial de membrana entdo é um indicador de saude
da mitocodndria e, por conseguinte, da célula e que pode ser utilizado para observar a homeostase
ou estresse celular (SIVANDZADE; BHALERAO; CUCULLO, 2019).

1.5 Ensaios fenotipicos

Ensaios que acessam respostas fenotipicas celulares a um determinado composto séo
ferramentas importantes para identificacdo da atividade bioldgica de um composto em
desenvolvimento (SCHNEIDEWIND et al., 2020). Células eucariéticas possuem uma serie de
organelas e estruturas celulares e, quanto maior o nimero de estruturas celulares estudadas,
maior serd a compreensdo da acdo de determinado composto na fisiologia celular. Assim,
diferentes organelas podem sofrer alteracdes morfoldgicas e fisiologicas, ainda que o composto
administrado tenha um alvo molecular ndo diretamente relacionado a elas (REISEN et al.,
2015). Diversos fendtipos da morfologia celular, como formato, tamanho, granulosidade,
formacéo de vacuolos, alteracbes no DNA, alteracdes em organelas, mudancas de pH dentre
outros podem ser estudadas nos ensaios fenotipicos e, assim, fazer inferéncias sobre o
mecanismo de acdo (NASSIRI; MCCALL, 2018). Os compostos quimicos podem ser
desenvolvidos e planejados para um alvo molecular especifico. No entanto, em um contexto
celular, respostas ndo antecipadas podem ocorrer e sdo importantes de serem avaliadas devido
a extensa inter-regulacdo e comunicagdo das vias de sinalizacdo que altamente complexas
(CAICEDO et al., 2017; SUBRAMANIAN et al., 2017).
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1.6 Substancias Quimicas
1.6.1 Novas Substancias em Prospeccao

Com o conhecimento da biologia molecular e celular de inimeras doencas, dentre elas o
cancer, é possivel desenvolver novas substancias cujos alvos sejam conhecidos, visando
modular vias de sinalizacdo ou regular uma proteina superexpressa (DUGGER; PLATT,;
GOLDSTEIN, 2018).

Em nosso grupo de trabalho (Quimica Medicinal e Bioldgica - NEQUIMED), derivados
de dipeptidil nitrilas que atuam como inibidores covalentes reversiveis de cisteino proteases
foram inicialmente estudados com atividade antiparasitaria (AVELAR et al., 2015;
BURTOLOSO et al., 2017). No entanto, as substancias também tém apresentado atividade
inibitdria para a catepsina L, sendo potentes inibidores dessa enzima, o que também abre a
possibilidade de uso dessas substancias como antineoplasicos. Devido a similaridade com a
catepsina S, pode-se também estender o mesmo conceito de inibicao enziméatica (GREENSPAN
et al., 2001) associada a atividade antineoplasica (CARTLEDGE et al., 2013).

Inibidores derivados de dipeptidil nitrilas como apresentado na Fig. 1 sdo descritos como
compostos com atividade citostatica e inibidora de migracdo em células de cancer (RAMALHO
et al., 2015). No entanto, poucas informagfes sdo disponibilizadas na literatura sobre o

mecanismo de acdo e sua correlacdo com a resposta farmacolégica.

Figura 1. Exemplo de inibidor de cisteino protease desenvolvido no NEQUIMED codificado com
Neq0409.
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z
\

Fonte: Avelar et al. (2015).

Assim, os inibidores de cisteino proteases devem ser analisados quanto a sua atividade
antineoplasica. Um estudo recentemente publicado em nosso grupo de pesquisa (NEQUIMED-
IQSC-USP) demonstrou que essas substancias atuam como agentes citostaticos com inibigéo
da catepsina L (QUILLES JR. et al., 2019), enquanto outros trabalhos ainda néo publicados e
recentemente realizados demonstraram compostos com atividade citotoxica. Varias dipeptidil
nitrilas tém apresentado atividade na enzima ortéloga em Trypanosoma cruzi denominada

cruzaina e ndo sdo citotdxicos para as células de mamiferos (isto é, sdo seletivas), conforme
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estudos prévios no grupo de pesquisa NEQUIMED (AVELAR et al., 2015; BURTOLOSO et
al., 2017), o que as tornam bons pontos de partida para o estudo, pois ndo séo citotoxicos para

células ndo tumorais.

1.6.2 Substancias de referéncia

A doxorrubicina (Fig. 2) € um antibidtico derivado da bactéria Streptomyces peucetius.
E utilizada como quimioterapico para diversos tipos de cancer e um dos mais efetivos para
cancer de mama, leucemia e linfoma (TRACHTENBERG et al., 2011).

O mecanismo de acdo primario é dado pela habilidade da doxorrubicina de atuar como
intercalante de DNA, promovendo quebras das fitas do DNA e inibindo a sintese de ambos
DNA e RNA. Além disso, atua inibindo a enzima topoisomerase Il, gerando danos ao DNA e
inducdo de apoptose (JOHNSON-ARBOR; DUBEY, 2020).

No entanto, seu uso tem diversos efeitos colaterais, afetando 6rgdos como o cérebro,
figado e rins, afetando o tratamento ao ser necesséaria a reducéo da dose. O tecido cardiaco é o
alvo preferencial da toxicidade da doxorrubicina com um risco oito vezes maior de desenvolver
toxicidade cardioldgica fatal (CUSACK; YOUNG; OLSON, 1995).

A gencitabina (Fig.2), originalmente usada por suas propriedades antivirais (BIANCHI
et al.,1994) é atualmente utilizada como quimioterapico para varios tipos de tumores sélidos,
linfomas e cancer de pancreas avancado ou metastatico (BURRIS et al., 1997; WONG et al.,
2009). Também denominada de dFdC, a gencitabina é um nucleosideo anticancer andlogo a
deoxicitidina. Gencitabina difosfato e gencitabina trifosfato inibem a sintese do DNA e sua
incorporacdo na extremidade da fita de DNA impede a continuacdo da sintese de DNA pelas
DNA polimerases. Seu mecanismo de a¢do possui a caracteristica de permitir a adicdo de um
deoxinucleotideo, e assim a gencitabina fica ligada ao DNA, uma vez que as enzimas de reparo
ndo conseguem remover o farmaco ligado (PLUNKETT et al., 1995). A gencitabina necessita
primeiramente ser transportada para o citoplasma por transportadores de nucleosideos (NT). Os
transportadores conhecidos do farmaco sdo o hCNT1, hCNT2, hCNT3, hENT2 e,
principalmente, por hENT1 (FUKUNAGA et al., 2004; MINI et al., 2006). Pacientes com
cancer de pancreas apresentando menores niveis de expressao de NTs possuem menores niveis
de sobrevivéncia comparado com pacientes com altos niveis de expressdo de NTs. Além disso,
células deficientes de NTs sdo resistentes a gencitabina (GIOVANNETTI et al., 2006;
MACKEY et al., 1998; MARECHAL et al., 2009).



Figura 2. Estruturas moleculares dos compostos de referéncia utilizados no presente estudo:

doxorrubicina (a esquerda) e gencitabina (a direita).
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Fonte: Selleckchem, Sigma Aldrich (2022)
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho visa identificar novas substancias bioativas derivadas de dipeptidil nitrilas
com atividade antineoplésica a partir de ensaios in vitro utilizando linhagens de cancer de
pancreas (BXPC-3 e MIA PaCa-2). A partir da identificacdo das substancias bioativas, iniciar a
investigacdo dos mecanismos celulares envolvidos por meio de ensaios de microscopia de

epifluorescéncia.

2.2 Objetivos especificos

¢ Realizacdo de ensaios de padronizacdo, para (i) determinacdo da densidade celular de
semeadura utilizada nos ensaios, (ii) determinar concentragdo ideal do solvente (DMSQO)
utilizado, (iii), determinar o perfil e a concentragdo utilizada dos controles positivos
(Doxorrubicina e Gencitabina) utilizados

¢ Avaliacdo da atividade citotoxica atraves de uma triagem de uma série de 16 compostos
derivados de dipeptidil nitrila em duas linhagens de céncer de pancreas e uma linhagem
ndo tumoral.

e Determinacdo do IC50 dos compostos testados que se mostraram citotdxicos

e Estudo da morfologia celular apds administracdo de composto citotoxico em
investigacdo para acessar 0s mecanismos envolvidos.

e Estudo dos mecanismos celulares através de ensaios fenotipicos com marcadores

celulares para observacdao em microscopio de epifluorescéncia.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

e Linhagem celular BALB/3T3 clone A31 (cédigo: 0047) - fibroblasto de camundongo

—Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ);

e Linhagem celular MIA PaCa-2 (codigo 0174) - cancer de pancreas humano — Banco
decélulas do Rio de Janeiro (BCRJ);

e Linhagem celular BXPC-3 (cddigo: 0056) - cancer de pancreas humano — Banco
decélulas do Rio de Janeiro (BCRJ);

e Meios de cultura celular DMEM (meio Dulbecco MEM) e RPMI11640 em po -
Cultilab;

e Tampao Fosfato Salino Dulbecco Modificado (D-PBS), Soro Fetal Bovino (FBS), Soro
Fetal de Cavalo, solugédo 0,25% de tripsina com EDTA e penicilina/estreptomicina —
adquiridos da Vitrocell Embriolife Ltda.

e Glicose, Bicarbonato de Sddio (NaHCO3), dimetilsulféxido (DMSO), dodecilsulfato de
sodio (SDS), Sal Hepes, acido acético glacial (99,7%), brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il)- 2,5-difeniltetrazélio (MTT) — adquiridos da Sigma-Aldrich;

e Substancias quimicas disponibilizadas pelo laboratério (entre 1 e 10 mg, com grau de
pureza acima de 95 %).

e Doxorrubicina - Selleckchem;

e Gencitabina - Sigma-Aldrich®;

e Frascos de cultura T25 e T75, placas de 96 po¢os e CELLviewTM Cell Culture
Slides - Greiner Bio-One®;

e Tubos de centrifugacéo tipo Falcon de 15 e 50 mL;

e Microtubos tipo Eppendorf de 0,6 mL, 1,5 mL e 2 mL;

e Ponteiras para 10 pL, 100 pL, 1,0 mL e 5,0 mL;

e Frascos de vidro de 500 e 1000 mL,;

e Filtros de seringa PVDF 0,22 um; seringas de 3, 5 e 10 mL; sistema de filtragéo a
vacuo500 e 1000 mL e agulha 25G.

e Leitor de microplacas multidetector BioTekTM Synergy HT - BioTek

Instruments,Inc.;
e Centrifuga microprocessada - Quimis®;

e Mesa agitadora - Quimis®;
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e Micro balanca Sartorius CPA26P - Sartorius®;
e Capelas de fluxo laminar vertical classe Il - Pachane e Veco;

e Estufa 37 °C a umido (90%) com atmosfera de CO2 (5%) - Sanyo;

e Ultrafreezer -75 °C - Sanyo;

e Banho-maria a 37 °C - Solab;

e Centrifuga de bancada - Quimis;

e Estufa aseco - Quimis;

e Autoclave 50 L Phoenix - Luferco;

e Bomba de vacuo - Symbol;

e Sistema de purificagdo Merck-Millipore Direct Q3 para 4gua Millig;

e Microscépio invertido Primovert - Carl Zeiss;

e Microscépio de epifluorescéncia EVOS® FL Cell Imaging System - Thermo
Fisher Scientific;

e Hoechst 33342 (134202) Thermo Fisher Scientific;

e Laranjade Acridina (235474-5G) - Sigma-Aldrich;

e Guava Mitochondrial Depolarization Kit (4500-0250) - Merck-Millipore;

3.2 Substancias Quimicas

As substancias de referéncia utilizadas (doxorrubicina e gencitabina) e os compostos
desenvolvidos pelo laboratério NEQUIMED (Tabela 1) em teste no presente estudo possuem
um grau de pureza superior a 95%. As formulas quimicas dos compostos ndo estdo aqui

apresentadas por motivos de patente.

Tabela 1: Série de 16 compostos derivados de dipeptidil nitrilas utilizadas na triagem do estudo

779 780 781 782 783 784 827 828

830 831 832 837 838 848 850 851

Fonte: Autoria propria

3.3 Linhagens e Manutencéo Celular
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3.3.1 Linhagens e meios de cultura

3.3.1.1 BALB/3T3 clone A31

As células da linhagem BALB/3T3 clone A31 (fibroblastos de Mus musculus) sdo
extremamente sensiveis a inibicdo de divisdo por contato celular, crescem em alta diluicdo e
exibem baixa densidade de saturacdo (ATCC). Esta linhagem é muito utilizada como controle
sendo indicada pela OECD para testes de toxicidade (OECD, 2010). Tem como meio de cultura
0 DMEM (para volume total de 1 L) suplementado com 3,5 g glicose, 1,5 g NaHCO3 e 10% de
soro fetal bovino (v/v). Ao meio filtrado foram adicionados 1% de solucdo
penicilina/estreptomicina (v/v), sendo mantidos sob refrigeracdo a temperatura de 8 °C

(podendo variar em 2°C para mais ou para menos).

Figura 3: Anélise comparativa da imagem de microscopia de campo claro com objetiva de 10x da
linhagem de fibroblasto de camundongo BALB/3T3 clone A31 em cultura no laboratério (A) e do banco
CC (B).

g
-

Fonte: (A) Autoria prépria; (B) ATCC (2022).
3.3.1.2MIA PaCa-2

As células da linhagem MIA PaCa-2 (carcinoma de pancreas) sdo grandes e de abundante
citoplasma, exibindo uma alta taxa de aneuploidia, com a tendéncia de crescer em cima de
outras células, eventualmente ficando livres em suspensdo (BCRJ, 2019). Tem como meio de
cultura o DMEM (para volume total de 1 L) suplementado com 3,5 g glicose, 1,5 g NaHCO3,
10% de soro fetal bovino (v/v) e 2,5% de soro fetal de cavalo (v/v). Ao meio filtrado foram
adicionados 1% de solucdo penicilina/estreptomicina (v/v), sendo mantidos sob refrigeracdo a

temperatura de 8 °C (podendo variar em 2 °C para mais ou para menos).
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Figura 4: Analise comparativa da imagem de microscopia de campo claro com objetiva de 10x da
linhagem MIA PaCa-2 em cultura no laboratério (A) e do banco de células ATCC (B).
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Fonte: (A) Autoria propria; (B) ATCC (2022).

3.3.1.3 BxPC-3
As células da linhagem BxPC-3 (adenocarcinoma de péancreas) produzem mucina e

antigeno CEA17. Tem como meio, RPMI1640 (para volume total de 1 L) suplementado com
6,5 g glicose, 1,5 g NaHCO3, 2,38 g HEPES e 10% de soro fetal bovino (v/v). Ao meio filtrado
foram adicionados 1% de solucdo penicilina/estreptomicina (v/v), sendo mantidos sob

refrigeracdo a temperatura de 8 °C (podendo variar em 2 °C para mais ou para menos).

Figura 5. Analise comparativa da imagem de microscopia de campo claro com objetiva de 10 x da
linhagem BxPC-3 em cultura no laboratério (A) e do banco de células ATCC (B).

: - — "
Fonte: (A) Autoria propria; (B) ATCC (2022).
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3.4 Manutencéo das células

A manutengdo das células se inicia com o descongelamento de uma das linhagens em uso
no trabalho, mantidas a -80 °C em tubos criogénicos de 1 mL em 90% de soro fetal bovino e
10% de dimetilsulfoxido (v/v). A primeira etapa do descongelamento deve ser rapida e é feita
no banho-maria a 37 °C para evitar exposicdo prolongada das células ao DMSO, toxico. O
contetdo é diluido em 10 mL do respectivo meio de cultura indicado para a célula e feita a
centrifugacdo a 1500 rpm (300 g) para separacdo das células. O sobrenadante € descartado e o
precipitado celular formado é ressuspenso e transferido para um frasco contendo 10 mL de meio
de cultura.Os frascos de cultura s&o mantidos em incubadora imida a 37 °C e 5% de CO2. A
troca do meio decultura foi realizada a cada dois dias, até que atingissem 80% de confluéncia
para a realizacdode passagem para outros frascos. A passagem celular se inicia pela adi¢éo de
5 mL da solucdode tripsina/EDTA a 37°C com 5 minutos de incubacéo para retirar a adesdo das
células ao substrato com posterior adigdo do mesmo volume de meio de cultura para inativacédo
da enzima. O contetdo é transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL e centrifugado nas
mesmas configuracbes do protocolo de descongelamento. O precipitado celular formado é
ressuspenso e transferidonas dilui¢bes especificadas para cada tipo celular (usualmente 3-6x)

em outros frascos de cultura.

3.5 Substancias quimicas

Como mencionado item 1.6.1, os compostos usados neste estudo sdo derivados de
dipeptidil nitrilas que atuam como inibidores reversiveis de cisteino proteases. Uma série com
16 compostos foi analisada. Todas as substancias apresentam grau de pureza acima de 95% e
sdo armazenadas a -20 °C em estado sélido. O NEQUIMED dispde de um banco de dados para
gerenciar os compostos por meio da identificagdo com cddigo e localizacdo. Somente as
substancias completamente caracterizadas de acordo com protocolo interno usado no grupo séo
adicionadas ao banco de dados. As substancias de referéncia usadas nestes estudos
compreendem farmacos antineoplasicos descritos no 1.6.2

A solubilizacdo em DMSO deve ser realizada previamente aos ensaios, sendo que a
concentracdo (v/v) de DMSO usada na solucdo final deve estar em 0,50 %, conforme
anteriormente analisado para as linhagens testadas. Essas condi¢des também foram usadas para

as substancias de referéncia adquiridas.
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3.6 Ensaios celulares

3.6.1 Andlise de viabilidade celular

A analise de viabilidade celular pode ser feita por diferentes metodologias, trazendo
consigo vantagens e desvantagens que devem ser levadas em consideracdo para a escolha da
metodologia que fornece as caracteristicas necessarias ao estudo em questdo (Cell Viability
Assays — Sigma-Aldrich).

O ensaio de viabilidade celular brometo de 3,4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) tem amplo uso em ensaios em larga escala para determinacgdo de citotoxicidade de
compostos em prospecgdo. E baseado na capacidade da enzima oxidoredutase celular
dependende (NADPH) em reduzir MTT em formazam, que possui coloracdo roxa, e assim
determinando a atividade mitocondrial. A diminuicdo ou aumento de células viaveis é analisado
pela medigdo da absorbancia em 570 nm (concentracdo de formazam solubilizado) (VAN
MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011).

Diversos experimentos do estudo utilizaram essa metodologia e todos seguem o
procedimento padrdo de manutencdo celular. Os experimentos de viabilidade celular seguem a
partir da cultura celular em 80% de confluéncia. No entanto, ao invés de uma simples passagem
para outro frasco, é realizada a contagem de células utilizando Cémara de Neubauer para
semeadura na densidade celular desejada, que varia de acordo com o experimento elinhagem
celular. Foram utilizadas placas de 96 pogos, porém nas bordas apenas meio de culturafoi
adicionado para evitar problemas de evaporacdo que pudessem gerar erros experimentais. A
administracdo de compostos quimicos, seja de teste ou de referéncia, foram realizadas ap6s as
24 horas de incubacdo para aderéncia celular. As concentracGes dos compostos administrados
e 0s tempos de incubacdo podem variar de acordo com o experimento e sera explicado em
detalhes em seu devido momento.

Terminado o tempo de incubagdo do experimento, foi realizada a remocgdo do meio de
cultura para a administragdo de 100 pL de MTT diluido em meio de cultura (1,0 mg/mL) por
pogo, cujo tempo de incubagdo € de 3-4 horas. Ap0s este periodo, novamente foi realizada a
remocgdo do contetido para a adigdo de 100 uL de DMSO, que age como solubilizante do
formazan. Logo depois, a placa permanece por 10 minutos no agitador de placas e em seguida
é feita a analise da viabilidade celular através do leitor de microplacas Biotek Synergy HT, no
qual a leitura da absorbancia é feita a 570 nM.

Para a analise de dados foi utilizado o software Graphpad. Os parametros R? e Sy.x,foram

determinados para mostrar o ajuste (R), ou variancia para o coeficiente de determinacio(R?) e
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0 desvio (Sy.x) do modelo e sdo calculados a partir do melhor modelo em relagéo aos pontos
que se tem no grafico. Quanto mais proximo a 1 para R? e a 0 para Sy.x melhor é a qualidade
do modelo em relacdo aos dados obtidos. Os experimentos utilizando a metodologia de
viabilidade celular por MTT apresentados a seguir foram realizados emquintuplicata e em dois

ensaios independentes para andlises estatisticas mais robustas.

3.6.1.2 Ensaio de linearidade celular

Através desse experimento, busca-se visualizar a fase exponencial de crescimento celular
em diferentes concentracdes, pois esta é a fase de maior atividade metabdlica e ideal para a
experimentacao.

Esse experimento foi realizado de acordo com o item 3.6.1. para as linhagens BALB/3T3
clone A31l, MIA PaCa-2 e BxPC-3. Foram estudadas as concentracdes de semeadura de
5,0x10°, 4,0x10°, 3,0x10°, 2,0x10°, 1,0x10°, 0,80x10°, 0,60x10°, 0,40x10°, 0,20x10°, 0,10x10°
células/mL e em 3 tempos de incubacdo (24, 48 e 72 horas). Ndo foi feita a administracdo

de qualquer composto quimico.

3.6.2 Ensaios de curva de crescimento celular

A biologia celular modifica-se em cada fase do crescimento celular, sendo importante o
controle do estadgio em que as células serdo coletadas, quando sera realizado a passagem da
cultura, ou quando novos nutrientes (compostos) serdo adicionados (MOLINARO; ETELCIA
MORAES, 2010).

O estudo da curva de crescimento de cada linhagem celular tem como funcdo a
determinacdo da densidade ideal de semeadura de células para trabalhar em fase exponencial
de crescimento nos experimentos posteriores, corroborando com o ensaio de linearidade, porém
realizado por 7 dias, 0 que torna o estudo mais completo. Além disso, a partir deste ensaio é
possivel realizar a comparagdo da curva de crescimento, porem com a adicdo de compostos
potencialmente citostaticos/citotdxicos e ver diferencas no padrao das fases da curva (fase lag,
fase log, paltd e declinio).

Este experimento foi realizado de acordo com o item 3.6.1 para as linhagens MIA PaCa-
2 e BXPC-3. As densidades de semeadura foram 4,0x10°, 3,0x10°, 2,0x10°, 1,0x10°, 0,80x10°,
0,60x10°, 0,40x10°, 0,20x10°, 0,10x10° células/mL em 7 tempos de incubaco (1 placa por dia).
O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Nenhum composto quimico foi adicionado.
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3.6.3 Ensaio de sensibilidade celular ao DMSO

Dimetilsufoxido (DMSO) é uma molécula aprotica orgénica polar de natureza anfipatica
que é ideal para dissolver moléculas polares pouco sollveis e moléculas apolares. DMSO é
amplamente usado como solvente em toxicologia e farmacologia (VERHEIJEN; LIENHARD;
SCHROODERS, 2019). Concentra¢fes menores a 10% (v/v) tém sido reportadas como toxicas
a células, tendo estudos que mostram que concentragdes entre 2-4% induzem morte celular via
ativacdo da via independente caspase-3 (GALVAO et al., 2014). Ainda que a concentracao final
de DMSO para a dilui¢cdo dos compostos seja de 0,50%, é necessario confirmar que as linhagens
celulares (MIA PaCa-2, BXPC-3 e BALB 3T3) ndo apresentam ou desenvolveram sensibilidade
ao DMSO, o que levaria a um viés experimental.

O experimento foi realizado de acordo com o item 3.6.1 para as linhagens BALB/3T3
clone A31, MIA PaCa-2 e BxPC-3. A concentracdo de semeadura a 1,0x10° células/mL. As
concentracdes de DMSO administradas as células foram de 1,0%, 0,90%, 0,80%, 0,70%,
0,60%, 0,50%, 0,40%, 0,30%, 0,20% (v/v) e tempo de incubacdo foi de 72 horas ap6s a adicdo
dos compostos.

3.6.4 Padronizacao de citotoxicidade celular a doxorrubicina

A doxorrubicina (TRACHTENBERG et al., 2011) é um quimioterapico de amplo uso na
clinica médica para diversos tipos tumorais, atuando como intercalante de DNA, causando
quebras em sua estrutura e inibindo a sintese de DNA e RNA. Além disso, a doxorrubicina
inibe a enzima topoisomerase I, causando danos ao DNA e indugéo a apoptose (JOHNSON-
ARBOR; DUBEY, 2020). Por essas caracteristicas &€ o composto de referéncia escolhido como
nosso controle positivo para ensaios de triagem de novos compostos bioativos.

O experimento foi realizado de acordo com o item 3.6.1 para as linhagens BALB/3T3
clone A31, MIA PaCa-2 e BxPC-3. A densidade de semeadura escolhida foi de 1,0x10°
celulas/mL. As concentraces de Doxorrubicina adicionadas foram de 100 uM, 10 uM, 1,0 uM,
333 nM, 100 puM, 33,3 nM, 10 nM, 3,3 nM e 1,0 nM e controle negativo (somente com meio
de cultura). O tempo de incubacdo apés a adicdo dos compostos foi de 72 horas neste estudo.

3.6.5 Padronizagéao de citotoxicidade celular a gencitabina

A gencitabina é um nucleosideo analogo a citidina que interrompe a sintese de DNA
quando incorporada (PLUNKETT et al., 1995). E utilizada no tratamento de cancer de pancreas

e, por isso, sera utilizada como controle positivo para ensaios mais especificos com compostos
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selecionados de maior atividade citotoxica ou citostatica.

O experimento foi realizado de acordo com o item 3.6.1 para as linhagens BALB/3T3
clone A31 e MIA PaCa-2. As concentracdes de Gencitabina administradas foram de 1000 nM,
333 nM, 100 nM, 33 nM, 10 nM, 3,3 nM, 1,0 nM, 0,33 nM e 0,10 nM e o controle negativo

(somente meio de cultura). O tempo de incubacdo apos a adi¢do dos compostos foi de 72 horas.

3.6.6 Triagem de compostos derivados de dipeptidil nitrilas

Os compostos estudados no projeto sdo derivados de dipeptidil nitrilas e atuam como
inibidoras covalentes reversiveis de cisteino proteases com atividade antiparasitaria e que tém
apresentado atividade inibitoria para a catepsina L, abrindo um espaco para o estudo de
atividade antineoplasica (CARTLEDGE et al., 2013; GREENSPAN et al., 2001).

O experimento de triagem de compostos foi realizado de acordo com o item 3.6.1 para as
linhagens BALB/3T3 clone A31, MIA PaCa-2 e BxPC-3. As concentragdes dos compostos
foram de 100 uM e 10 uM, além da doxorrubicina (10 pM) e o controle negativo (somente com
meio de cultura). O tempo de incubacao foi de 72 horas ap6s a adi¢cdo dos compostos neste

experimento.

3.6.7 Ensaio de curva concentracao resposta

Compostos que apresentam citotoxicidade em linhagens tumorais merecem um estudo
mais aprofundado. InformacGes como IC50 e indice de seletividade (SI) podem ser assim
acessados para melhor caracterizacdo do composto. Desta forma foi realizado este ensaio com
a administracdo do composto nas concentra¢cdes de 250 uM, 150 uM, 100 uM, 75 uM, 66 uM,
50 puM, 33 puM, 18 puM, 10 pM, 4,6 uM, 2,5 uM e 1,0 uM, além do controle positivo
(doxorrubicina — 10 uM) e o controle negativo (somente meio de cultura) para as linhagens
BALB/3T3 clone A31 e MIA PaCa-2 e BxPC-3. O tempo de incubacéo apos a adi¢do dos

compostos foi de 72 horas para o experimento.

3.6.8 Ensaios de microscopia de fluorescéncia

Os ensaios de microscopia de fluorescéncia foram realizados utilizando placas
CellViewTM Cell Culture Slide (Greiner Bio-one®) de 10 pocos. Trés marcadores foram
utilizados: Hoechst 33342, para a marcagdo nuclear; Mitochondrial Depolarization kit (4500-
0250) para avaliacdo de homeostase mitocondrial; e Laranja de Acridina (235474-5G), que
avalia regides acidascelulares e € um marcador indireto de autofagia.

Todos os marcadores tém a primeira etapa de protocolo idéntica. Foi feito a semeadura com
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100 pL de 1,0x10° células/mL em cada pogo. Apos a semeadura realizada, ha uma incubagio
de 24 horas para aderéncia das células a superficie.

Com as células aderidas, 0os compostos em teste e 0s compostos referéncia sédo
adicionados na concentracao do IC50 quantificado de acordo com o item anterior neste trabalho,
com periodo de incubacdo de 72 horas. Apoés a incubagdo, sdo adicionados os marcadores de
imunofluorescéncia, cada qual seguindo seu preparo e tempo de incubacdo descritos a seguir,
para que seja realizada a visualiza¢do dos pogos em microscopio de epifluorescéncia.

O preparo dos marcadores é descrito abaixo:

Hoechst 33342
Solucdo estoque: 1,0 mM.
Solucdo de trabalho: 2,0 pg/mL em meio de cultura.

Apbs o preparo do marcador Hoechst 33342 (134202) na concentracdo de trabalho
indicada, sdo adicionados 100 pL/po¢o com incubacdo de 5 min. em temperatura ambiente. Em
seguida € feita a remoc¢do do marcador e lavagem das células com PBS. Por Gltimo, o0 meio de
cultura é adicionado para observacéo no comprimento de onda (Aexc = 350 nm; Aem =461 nm)

usando o cubo DAPI (azul) no microscépio de epifluorescéncia.

Analise da atividade mitocondrial

O Guava Mitochondrial Depolarization kit (4500-0250) fornece 3 microtubos. Um deles
contém o marcador JC-1 que avalia o potencial de membrana mitocondrial liofilizado, o
segundo contém 230 puL de DMSO anidro para dilui¢do do JC-1, enquanto o terceiro contém
uma solucdo do composto 7-aminoactinomicina D (7-AAD) com a concentracdo néo
especificada pelo fabricante.

Primeiro é realizada a diluicdo do marcado JC-1 com o volume de 230 pL de DMSO
anidro. Posteriormente, é feita uma solucdo com o marcador JC-1 e 7-AAD na mesma
proporcao, com volumes variando de acordo com a quantidade necessaria para o experimento.
Para a marcacao das células é feita uma diluicdo de 4,0 pL desta solugdo em 96 pL de meio de
cultura para atingir 100 pL. Esses marcadores fluorescentes sdo analisados nos respectivos

comprimentos de onda para a JC-1 (Aexc = 514 nm; Aem =529 nm) e 7-AAD (Aexc = 549 nm;
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Aem = 644 nm) usando os cubos GFP (verde) e Texas Red (vermelho) no microscopio de

epifluorescéncia.

Laranja de Acridina

O Laranja de Acridina (235474-5G) é um composto que cora 0 RNA e nucleo celular em
fluorescéncia verde e regides &cidas da célula em fluorescéncia vermelha. Dessaforma €
utilizado para analise indireta da autofagia, pelo fato de autofagossomos e
autofagolisossomos serem acidos.

Para o preparo € feita uma solucédo estoque de 1,0 mg/mL e posterior dilui¢do de solucéo
de 1:1000 para o experimento, adicionando 100 puL/pogo e periodo de incuba¢édo de 15 minutos.
As andlises sdo realizadas usando os cubos de fluorescéncia GFP (verde) e Texas Red
(vermelho).

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia foram analisadas utilizando o
software IMAGE J (FIJI). Imagens obtidas com fluorescéncia em azul, vermelho ou verde
foram tratadas da mesma forma para padronizacgdo e evitar qualquer tipo de viés. Foi feito o
“subtract background” em 50.0 pixels, 0 aumento do contraste e brilho ajustado entre 0-78. As
imagens em campo claro foram tratadas apenas com o aumento do contraste (0,3%). A
quantificacdo da fluorescéncia também foi realizada utilizando o software IMAGE J.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Linearidade celular

Cada linhagem celular possui um periodo necessario para que sua populacédo dobre de
numero (doubling time). A célula em cultura € exposta a diversos tipos de estresses, e a sua
analise de desenvolvimento em cultura deve ser acessada antes da realizacdo de experimentos
mais avancados. Dessa forma, é possivel averiguar que a linhagem celular se comporta de
acordo com suas caracteristicas (ASSANGA et al., 2013). Os experimentos posteriores devem
levar em conta essa caracteristica, uma vez que células em estagio de adaptacdo ndo apresentam
divisdo celular, assim como células em estagio estacionario (plateau), seja por limitacbes do
ambiente in vitro, por competicdo dos nutrientes, ou inibi¢do da divisdo pela densidade celular

alta. Os resultados para as trés linhagens podem ser visualizados na Figura 6 abaixo.

Figura 6: Gréafico da Linearidade celular de BALB/3T3 clone A31, BXPC-3 e MIA PaCa-2.
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Figura 6: Continuacéo
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Fonte: Autoria propria

Como pode ser visto na Figura 6, a linhagem celular BALB/3T3 clone A31 (doubling
time - 18 horas, segundo ATCC) e MIA PaCa-2 (doubling time - 30 horas, segundo DSMZ)
apresentam a fase de adaptacdo mais rapida em relacéo a linhagem BxPC-3 (doubling time —
48 horas - DSMZ), sendo possivel perceber que possuem maior proliferacdo no intervalo de 24-
48 horas, enquanto BxPC-3 tem pouco aumento populacional durante o mesmo intervalo,
porém, maior proliferacdo entre 48-72 horas de experimento. A linhagem BALB/3T3 clone
A31 apresentou linearidade celular nos 3 tempos de incubag&o até a concentragdo de 1,0x10°
células/mL, chegando ao plateau em concentracGes maiores. Em MIA PaCa-2, a concentracdo
limite onde a linearidade celular aumentou foi dependente do tempo de incubacdo, mostrando
a alta taxa de proliferacdo dessa linhagem. No entanto, a fase de plateau foi alcancada mais
rapidamente do que o esperado para esta linhagem. Esse comportamento pode ser explicado
pela caracteristica da linhagem MIA PaCa-2 em crescer em multicamadas, se adaptando a
condicdes limitantes de crescimento e assim obtendo maior proliferacdo em cultura (BCRJ).

A linearidade celular de BxPC-3 ocorreu até a concentragdo de 3,0x10° células/mL nos 3
tempos de incubacgéo, demonstrando que a célula leva mais tempo para que as condi¢des in vitro

sejam limitantes para a diminuicao de sua proliferacédo celular.

4.2 Anélise da concentracdo de DMSO toleravel pelas células

Uma vez que DMSO é o solubilizante utilizado neste estudo, e que concentragdes entre
2-4% induzem morte celular através da ativacao da via independente caspase-3 (GALVAO et
al., 2014), é importante confirmar que a concentracdo utilizada (0,50%) néo esta causando
morte celular.

A sensibilidade celular ao DMSO obtidos para linhagens (BxPC-3 e MIA PaCa-2) mostra

a concentracdo de 0,50% (v/v) ndo ocasionou perda de viabilidade celular (Figura 7). Estes



51

dados mostram que os compostos testados no presente trabalho, podem ser solubilizados em
DMSO nesta porcentagem sem levar a um viés experimental. A linhagem MIA PaCa-2 é mais
resistente do que BxPC-3, pois houve reducéo significativa da viabilidade celular em 1,0% e a
partir de 0,6%, respectivamente. A sensibilidade da linhagem BALB/3T3 clone A31 ao DMSO

foi previamente realizada por outros membros do grupo e ndo houve toxicidade em 0,50%.

Figura 7: Gréfico de Sensibilidade Celular ao DMSO em BxPC-3 e em MIA PaCa-2
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Fonte: Autoria propria

4.3 Estudo da curva de Crescimento para as linhagens MIA PaCa-2 e BXPC-3

Para saber se as células em cultura estdo saudaveis e se os niveis de crescimento estdo
normais é necessario analisar a curva de crescimento. Apesar de diferencas entre linhagens, a
curva de crescimento apresenta alguns pontos em comum, tendo 4 fases: (i) a fase estacionaria
inicial (lag), que é uma fase adaptacao, em que as células irdo se recuperar de uma subcultura
ou descongelamento, e comegar a se multiplicar; (ii) em seguidatem-se a fase log, com
crescimento exponencial em uma taxa caracteristica da linhagem celular conhecida como
doubling time; (iii) as células atingem um grande nimero e encontram fatores limitantes,
alcancando a chamada fase estacionaria ou plateau; (iv) se ndo for realizada uma subcultura,
que € indicada a ser feita antes deste momento, atingimos a fase de decaimento da cultura, ou
morte, em que € visto a perda de aderéncia celular ao substrato.

A realizagdo de um experimento de curva de crescimento para as linhagens utilizadas no
estudo é essencial por varios motivos. Assim como no ensaio de linearidade, o ensaio de curva
de crescimento determina a taxa de desenvolvimento da linhagem por meio da replicacdo
celular ao longo do tempo. A analise da concentracdo celular a ser usada nos proximos
experimentos também pode ser extraida deste estudo. Por fim, este experimento funciona como

um controle de padréo de crescimento em ensaios de inibicdo de replicacdo celular.
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Percebe-se que a curva de crescimento da linhagem MIA PaCa-2 ndo atingiu a fase
estacionaria (Figura 8), mantendo-se em fase log ainda no sétimo dia de leitura de viabilidade
celular. A maior concentragio (4x10°) parece diminuir a taxa de crescimento, porém seriam
necessarios mais dias de leitura para confirmacdo. Todas as concentragdes tiveram umaaparente
fase estacionéria entre o quarto e o quinto dia, porém retornam a se proliferar a partirdo quinto
dia. Percebe-se a capacidade de proliferacdo celular da linhagem mesmo nas maiores
concentracdes de semeadura, mantendo o crescimento durante todo o experimento. Como
relatado pelo Banco de Células do Rio de Janeiro, a linhagem MIA PaCa-2 tem a capacidade
de se desenvolver em mais de uma subcamada e até mesmo em suspensdo, explicando o

comportamento da curva de crescimento, sem a fase estacionéria final usualmente observada.

Figura 8: Curva de crescimento de MIA PaCa-2 e BxPC-3 ao longo de sete dias de incubagéo
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Fonte: Autoria propria

A fase estacionaria foi alcancada somente a partir da concentragdo de 1,0x10° células/mL
no sexto dia. A concentragéo de 2,0x10° células/mL apresentou uma fase log mais pronunciada
a partirdo terceiro dia, enquanto a Unica concentra¢do que mostra uma fase de morte foi a de
4,0x10°células/mL. Desta forma, a realizacdo de experimentos com a concentragdo de 1,0x10°
células/mLpara BxPC-3 seria pouco indicado, pois o ideal & que sejam utilizadas concentra¢des
em que as células alcancem a fase log e apresentem seu maximo metabolismo. Por este motivo
a concentracéo de 2,0x10° células/mL foi a escolhida para os experimentos posteriores. Deve-
se ressaltar que esta foi a concentragdo também usada para experimentos anteriores no grupo
de pesquisa, demonstrando que o resultado alcancado nesta etapa apresentou correspondéncia
ao que foi previamente descrito e que as celulas mantiveram suas caracteristicas originalmente

delineadas para este tipo de estudo.

Cel/mL
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4.4 Estudo da citotoxicidade da Doxorrubicina

Este ensaio foi realizado para as 3 linhagens em estudo (BALB/C 3T3 clone A31, MIA
PaCa-2 e BxPC-3). Na Figura 9 temos o grafico da viabilidade celular (%) pela concentracdo
do farmaco e os valores estatisticos na Tabela 2. A analise estatistica com o auxilio do GraphPad

Prism para determinar o valor de IC50 (concentragdo em que o farmaco usado diminui a

formacédo de cristais de formazam em 50%), R2 e Sy.x.

Figura 9: Ensaio de curva concentracdo resposta (CCR) para o composto referéncia Doxorrubicina
(controle positivo) nas trés linhagens utilizadas no estudo.
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Tabela 2: Valores de ICso e RZ & Sy.x para Doxorrubicina em BALB/C 3T3 A31, MIA PaCa-2 e

BxPC-3. SE = erro padréo. R2 = coeficiente de correlacdo do modelo. Sy.x = desvio do modelo. SI =
indice deseletividade (SI = ICs linhagem ndo tumoral/ 1Cso na linhagem tumoral).

Célula I1Cs0 (SE) pM R?/ Sy.x Sl
BALB/3T3 clone A31 1,51 (1,05) 0,674/12,8 -
MIA PaCa-2 0,73 (0,13) 0,969 / 4,66 2,05
BxPC-3 1,00 (0,090) 0,95/9,0 1,49

Fonte: Autoria propria.

Pode-se observar na Tabela 2 que a poténcia para as trés linhagens (IC50) esta na faixa
de 1 micromolar, sendo menor o valor para as linhagens de cancer de pancreas em relacéo a
linhagem ndo tumoral de fibroblasto de camundongo. Desta forma, o indice de seletividade (SI)
foi calculado, onde valores maiores do que 1 indicam a seletividade para a linhagem tumoral,
enquanto valores menores do que 1 indicam a ndo seletividade (FIOCRUZ). Conforme
observado, o valor foi maior do que 1 para as linhagens de cancer de pancreas, significando que

a doxorrubicina foi seletiva para ambas as linhagens tumorais. Embora a doxorrubicina ndo seja
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0 composto utilizado na clinica para cancer de pancreas, ainda assim é um composto
antitumoral com um espectro abrangente, que atua como intercalante de DNA, provocando
quebras e inibindo a topoisomerase 11 (JOHNSON-ARBOR K; DUBEY, 2020).

A Figura 9 mostra que a doxorrubicina ndo deve levar a morte de 100% das células, ao
menos quando o metabolismo do MTT é considerado. No entanto, devido a uma série de outros
estudos realizados no grupo de pesquisa, foi identificada uma correlagdo entre o metabolismo
do MTT e a morte celular, indicando que algumas células ainda devem estar vivas mesmo nas
concentracdes mais elevadas. No entanto, para que a doxorrubicina seja usada como um padréo
na analise da citotoxicidade, é necessario considerar uma concentragdo onde haja a maior morte
celular, sendo observado nos gréaficos da Figura 9 que a 10 uM ha o inicio do platé inferior para
todas as linhagens. Dessa forma, essa foi a concentracdo escolhida para utilizacdo como
controle positivo. Caso as células em cultura para prospec¢do de novos compostos passem a

ndo mais responder a Doxorrubicina, podemos inferir alteragdes no comportamento da célula.

4.5 Estudo da citotoxicidade da gencitabina

Esse ensaio foi realizado para as trés linhagens: BALB/C 3T3 clone A31, MIA PaCa-2 e
BxPC-3. Na Figura 10 temos a viabilidade celular (%) em funcéo da concentracdo do farmaco.
A anélise estatistica feita com auxilio do programa GraphPad Prism que forneceu o valor de
IC50 (concentracdo em que o farmaco usado diminui a formacdo de cristais de formazam em

50%), além dos parametros R? e Sy.x para verificar a qualidade do modelo n&o linear.
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Figura 10: Ensaio de curva concentracdo-resposta (CCR) para o composto referéncia gencitabina
(controle positivo) nas trés linhagens utilizadas no estudo.
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SE = erro padrao. R2 = coeficiente de correlagdo do modelo. Sy.x = desvio do modelo. Sl = indice

deseletividade (SI = ICs linhagem ndo tumoral/ 1Cso na linhagem tumoral).

Fonte: Autoria propria.

Os resultados alcancados demonstram uma maior poténcia da gencitabina para a
linhagem MIA PaCa-2 em relacdo a BxPC-3 (Figura 10). Dependendo do estudo a seranalisado,
esse resultado pode ser considerado inesperado para a linhagem MIA PaCa-2, pois édescrito na
literatura que ela é resistente a gencitabina, enquanto a BXxPC-3 € sensivel no experimento
usando 3000 células por poco, apds a incubagdo do composto por 72 h e analise usando MTS
(ARUMUGAM et al., 2009). No entanto, esses resultados estdo dentro da faixa, quando
considerado o trabalho de Pandita (2014) para a linhagem MIA PaCa-2 (2,0x10° células/poco)
guando foi incubada com a gencitabina por 48 h e a analise foi realizada usando MTT (IC50 =
1,0 uM) e o de Qu (2017) usando a linhagem BxPC-3 (5000 células/pogo), apdsa incubagdo do
composto por 72 h e analise usando o CCK8 (IC50 = 20.2 uM). Isto demonstraque as condic¢des
experimentais as quais 0 composto e a celula estdo submetidos e manuseio destes, levando a
uma variacao na resposta celular.

A seletividade é bem distinta quando considerada a poténcia frente a linhagem néo
tumoral (BALB/3T3 clone A31) demonstrando que a gencitabina é seletiva favoravelmente

somente para a linhagem MIA PaCa-2 (Figura 10).
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4.6 Triagem dos compostos derivados de dipeptidil nitrilas

Como ja relatado, o CP ¢ atualmente a sétima causa de morte por cancer em nimeros
globais e nacionais (IARC; INCA) e a menor sobrevida dentre todos os canceres solidos (Johns
Hopkins Medicine), o que demonstra que as terapias em uso, principalmente a gencitabina
(KAMISAWA, 2016), ndo tem sido eficaz, necessitando de um melhor conhecimento da
biologia do CP, além de novos compostos que possam auxiliar no aumento da sobrevida em 5
anos ou mesmo tratamentos definitivos e curativos.

As relacOes existentes entre o CP e as cisteino catepsinas B, L e S levantadas no item
1.4.3.1 fornecem um cenario positivo para a busca por inibidores de cisteino catepsinas e uma
possivel resposta antitumoral satisfatoria. Dessa forma, 16 compostos derivados de dipeptidil
nitrilas que podem apresentar atividade inibitdria para cisteino catepsinas foram testados nas
linhagens tumorais de pancreas MIA PaCa-2 e BxPC-3, além da linhagem ndo tumoral
BALB/3T3 clone A31. A doxorrubicina foi usada como referéncia nos ensaios de triagem, pois
apresenta citotoxicidade suficiente para serutilizada como controle positivo, além de j& ser o
composto padronizado pelo grupo em ensaiospara outras linhagens celulares.

Nas Figuras 11, 12 e 13 temos os resultados do ensaio de triagem, realizado em duas
concentracdes, 100uM e 10uM, além dos controles positivo (Doxorrubicina) e negativo. A
linhas tracejadas nos gréaficos indicam os 50% de viabilidade celular e que serve como um corte

para determinar se 0 composto teve atividade citotoxica ou néo.

Figura 11: Andlise da citotoxicidade pelo método de MTT para 16 compostos derivados de dipeptidil
nitrilas realizadas em duas concentragdes (100 uM e 10 pM) apds 72 h de incubagdo na linhagem
tumoral BxPC-3.
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Fonte: Autoria propria.
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Figura 12: Andlise da citotoxicidade pelo método de MTT para 16 compostos derivados de dipeptidil
nitrilas realizadas em duas concentragdes (100 uM e 10 uM) ap6s 72 h de incubagdo na linhagem
tumoral MIA PaCa-2.
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Fonte: Autoria propria

Figura 13: Analise da citotoxicidade pelo método de MTT para 16 compostos derivados de dipeptidil
nitrilas realizadas em duas concentra¢@es (100 uM e 10 uM) apds 72 h de incubacdo na linhagem nao
tumoral BALB/3T3 clone A31.
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Fonte: Autoria propria.

Como pode ser visto nas Figuras 11 e 12, os compostos 831, 832, 850 e 851 em 100 uM
foram citotdxicos para as duas linhagens tumorais, além da linhagem ndo tumoral (Figura 13) e
foramescolhidos para os ensaios seguintes que buscam acessar informacgdes mais detalhadas.
Percebe-se que a linhagem controle BALB/3T3 clone A31 (Figura 13) apresentou
citotoxicidade aos compostos (782, 784, 827, 828, 830, 837, 848) em 100 uM, que nédo foram
citotoxicos nas linhagens tumorais, o que pode ser explicado por diferencas bioldgicas entre as
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linhagens celulares, em que compostos quimicos podem resultar em respostas diferentes
(MANNERSTROM et al., 2017).

4.7 Curva concentracdo-resposta dos compostos citotoxicos

De acordo com os resultados apresentados no item anterior, quatro compostos (831, 832,
850 e 851) apresentaram citotoxicidade nas linhagens tumorais MIA PaCa-2 e BXPC-3. Esses
compostos entdo, necessitaram de melhor caracterizacao para acessarmos o 1C50 e umapossivel
seletividade para a linhagem tumoral, como ja explicado. Foram utilizadas 12 concentragdes
para a realizacdo das curvas concentracdo-respostas das trés linhagens em estudo(BALB/3T3
clone A31, MIA PaCa-2, 12 e BxPC-3).

E interessante notar que, embora 0s compostos tenham apresentado a mesma faixa de
IC50, a linhagem BxPC-3 se mostrou mais sensivel aos compostos em comparagdo com a outra
linhagem tumoral (MIA PaCa-2) observando os valores de IC50 apresentados na Figura 14. O
composto com maior poténcia dentre os estudados neste ensaio foi 0 832 na linhagem BxPC-3,
com um valor de IC50 igual a 11,1 uM. E a primeira vez que realizamos testes com a linhagem
BxPC-3 no nosso grupo de pesquisa. Portanto, pode ser uma caracteristica da linhagem em ser

mais sensivel aos compostos por noés desenvolvidos, em rela¢do a linhagem MIA PaCa-2.

Figura 14: Curva Concentracdo Resposta dos compostos citotoxicos (831, 832, 850, 851) para as
linhagens MIA PaCa-2, BALB/3T3 clone A31 e BXPC-3, e ICs, R2 e Sy.x correspondentes. SE = Erro
Padréo.
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Fonte: Autoria propria.

A linhagem BxPC-3 também apresentou valores de IC50 menores aos encontrados para
a linhagem controle BALB/3T3 clone A31, com exce¢do do composto 832. Dessa forma, 0s
compostos 850 e 851 foram equipotentes entre a linhagem BxPC-3 e a ndo tumoral, enquanto
0 composto 831 foi seletivo para a linhagem BxPC-3, como mostrado na Tabela 3. A faixa de
valores de IC50 observada para 0s novos compostos testados foi similar aos farmacos de
referéncia doxorrubicina e gencitabina, o que é um bom indicativo da poténcia destas novas
substancias citotoxicas. Apesar do composto 832 ter apresentado valor de IC50 menor em
comparagdo com o composto 831, o composto 831 foi escolhido para aprofundar os estudos da

atividade bioldgica, por ter tido seletividade para a linhagem BxPC-3.
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Tabela 3: Valores de indice de seletividade (SI) dos compostos citotoxicos presentes no estudo

Compostos (SI) MIA PaCa-2 (S1) BxPC-3
831 0,66 1,67
832 0,20 0,46
850 0,84 1,03
851 0,76 1,05

Fonte: Autoria prépria.
4.8 Estudo da morfologia celular

Os ensaios com microscopia de fluorescéncia fazem parte de um segundo estagio do
trabalho, em que ndo apenas é estudado se 0 composto é citotdxico, mas como 0 composto atua
na célula e quais modificacbes fenotipicas ocorrem. Assim, torna-se possivel inferir
mecanismos de acdo que devem ser corroborados por outros métodos. Nestes ensaios foram
utilizados marcadores para estruturas celulares como lisossomos, mitocéndrias, regides acidas

do citoplasma e nucleo.

4.8.1 Estudo da morfologia celular — alteragdes originadas pela acdo do composto 831 em
BxPC-3

O composto 831 foi o composto escolhido para dar andamento nos experimentos de
microscopia. Embora o composto 832 seja 0 de maior poténcia, ele ndo foi seletivo para a
linhagem tumoral.

Na Figura 15 abaixo vemos as morfologias dos controles negativos em comparagdo com
as alteracGes morfoldgicas resultantes da administracdo do composto 831, chamando a aten¢do
a formacdo de grandes vacuolos. Na Fig. 15D, com tratamento com o composto 831, vemos
tanto vacuolos (indicado pelas setas vermelhas) de grande tamanho, correspondendo a
praticamente todo o citoplasma, como vacuolos menores, que acreditamos que passam por um
processo de coalescéncia, crescendo em tamanho. Também na Fig. 15D e Fig. 15E e Fig. 15F,
vemos como 0s nucleos estdo localizados margeando o vacuolo de grande tamanho sem uma
boa definicdo sobre a qual célulapertence o vacuolo. S&o necessarios mais estudos, para
averiguar como estes vacuolos evoluem ao longo do tempo, tanto para visualizar a coalescéncia,
quanto para averiguar a dinamica relacionada aos nucleos e vacuolos.

Atualmente ha muitos tipos de mortes celulares descritos (GALLUZZI, 2018), com
caracteristicas moleculares e morfoldgicas associadas especificas, nos permitindo direcionar

maiores investigacOes de processos celulares e tipos de morte celular em que ha formacéo de
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vacuolo, tal qual observado em nossos estudos.

A morfologia tipica de morte celular tipo apoptose € caracterizada pelo encolhimento da
célula, formacdo de expansdes como bolhas (blebs) da membrana plasmatica, perda do
posicionamento normal das organelas e condensacdo e fragmentagdo do DNA (YAN;
ELBADAWI; EFFERTH, 2020), o que nédo corresponde com a morfologia observada nas

células tratadas com 831 (Figura 15).

Figura 15: Microscopia em campo claro e de epifluorescéncia com a linhagem de cancer de pancreas
BXxPC-3. Em A (campo claro), B (nlcleos marcados com Hoechst 33342) e C (sobreposi¢do de A e B)
temos células BXPC-3 sem nenhum tratamento (controle negativo). Em D (campo claro), E (nucleos
marcados com Hoechst 33342) e F (sobreposicdo de D e E) temos células BXPC-3 com tratamento do
composto 831 ([ICso]). As setas vermelhas indicamos vactolos observados nas células tratadas com o
composto 831 As areas demarcadas em vermelho indicam a localizagdo de nucleos proximos uns aos
outros, possivelmente compartilhando osmesmos vacuolos. Aumento de 60X na objetiva.

Fonte: Autoria propria

H& diversos tipos de mortes celulares e alteragdes fisioldgicas relacionadas com a
formacéo de vacuolos (SHUBIN et al., 2016), porém n&o é uma das caracteristicas observadas
na apoptose (GALLUZZI, 2018). Os tipos de morte celular com formacdo de vactolos séo
morte tipo autofagica, morte tipo entose, morte tipo metuose e morte tipo paraptose (YAN;
ELBADAWI; EFFERTH, 2020).

Embora tenhamos visto células com nucleos aparentemente partilhando um Unico
vacuolo (regides delimitadas em vermelho), como nas imagens da Fig. 15D, Fig. 15E e Fig.
15F, os nucleos estdo dispostos lado a lado, enquanto em entose, outro tipo de morte celular,
uma célula é internalizada por outra, com o nucleo da célula internalizada sendo visualizado

dentro do vactiolo (OVERHOLTZER et al., 2007). E necessario investigar em mais detalhes se
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de fato o que é observado nas Figuras 15D, 15E e 15F se trata de células partilhando 0 mesmo
vacuolo e quais mecanismos poderiam estar envolvidos. Temos também a formacéo de diversos
vacuolos em algumas células (Fig. 15), o que ndo seria observado em entose.

No caso da metuose, ha a formacéo, acimulo e coalescéncia de vacutolos e estes possuem
marcadores endossomais tardios, como a proteina-1 de membrana associada ao lisossomo
(LAMP1) e Rab7. Interessante que no caso da metuose, os vacuolos ndo sdo reciclados ou
fundidos com lisossomos, levando a morte celular (YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020).
Essas caracteristicas também foram observadas nas células tratadas com composto 831,em que
o0s vacuolos tém tamanho menor, porém em maior quantidade (Fig. 15D), provavelmente no
comeco do processo, e podem acabar por se fundir (coalescéncia), gerando os vacuolos de
grande tamanho (Fig. 15D).

Com relacdo a paraptose, temos a formacdo de multiplos vacuolos de membrana Unica,
visualizados por microscopia eletronica. Os vacuolos formados por este tipo de morte celular
sdo derivados da dilatacdo do reticulo endoplasmético ou mitocondria (SPERANDIO; BELLE;
BREDESEN, 2000), e seriam necessarios estudos mais especificos para determinar se 0s
vacuolos por nos encontrados teriam alguma relacao a este tipo de morte celular.

A autofagia, processo que envolve lisossomos na formagao de autolisossomos e que tem
elevados niveis em céancer de pancreas (PIFFOUX; ERIAU; CASSIER, 2021) sempre foi um
processo que dedicamos atencéo, sobretudo por conta de a inibicdo de autofagia em CP resultar
em aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e danos ao DNA, podendo levar a morte
celular (HASHIMOTO et al., 2014). De forma importante, a regulacdo do processo autofagicoé
em grande parte regulado pelas peptidades lisossomais, com as cisteino catepsinas B, L, C e S
tendo propriedades pro-sobrevivéncia. A inibicdo de sua atividade tem como efeito um
distdrbio na ciclagem proteica, e com isso ha um acumulo de autofagossomos e aumento de
ROS (JAKOS, 2019). Ao observar a formagao dos vactolos pela agdo do composto 831 (Fig.
15), nossa atencdo novamente se voltou a autofagia pelos vacuolos poderem refletireste
fendmeno de acumulo de autofagossomos, e por ser uma das caracteristicas principais da morte
tipo autofagica (SHUBIN et al., 2016), se torna uma hipétese a ser investigada futuramente.

A partir dos inimeros processos bioldgicos em que h& a ocorréncia de formacdo de
vacuolos, percebe-se que sua formacdo ndo significa uma informacéo conclusiva da acdo dos
compostos, mas nos impulsiona para estudar as possibilidades que podem explicar quais
mecanismos estdo por tras de sua ocorréncia.

Com relacdo a autofagia, alguns marcadores podem ser utilizados para confirmar se os

vacuolos formados tém origem neste processo. As membranas de isolamento podem ser
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visualizadas com alguns marcadores, como 0 ULK1 e LC3, que também é marcador do
autofagossomo. Os autofagossomos acabam por se fundir aos lisossomos, e podem ser
visualizados pelos marcadores LC3 (autofagossomo), Lysotracker e LAMP1/2 (lisossomos),o
que devera ser feito para investigacdo da relacédo entre os fenotipos observados e a autofagia.
Para investigar os fenotipos observados, foram utilizados marcadores de despolarizacdo
da mitocondria, e laranja de acridina. A ideia de utilizar um marcador para a despolarizagéo da
mitocondria era de nos informar a localizacdo desta organela em relacdo aos vacuolos e a
atividade das mitocondrias (vermelho, ativo; verde, inativo), uma vez que mitocéndrias sdo
substrato de processos autofagicos (MOREAU; LUO; RUBINSZTEIN, 2010). Isto nos d&
maior entendimento da natureza do vacuolo e sua relagdo com a fisiologia celular global. Além
disso, o composto laranja de acridina, que é um marcador indireto de autofagia (MURUGAN;
AMARAVADI, 2016) usado para acessar regides acidas da célula. Dessa forma, poderiamos
averiguar esta informacdo quanto ao posicionamento dos vacuolos na célula. No entanto, por
dificuldades na manutencdo da linhagem celular BXPC-3, estes ensaios ndo foram realizados

para esta linhagem, precisando ainda ser feito em momento futuro.

4.8.2 Resposta celular da linhagem MIA PaCa-2 para o composto 831

Da mesma forma como feito para a linhagem BxPC-3, 0 ensaio de microscopia com 0
composto 831 foi realizado para avaliagdo da morfologia celular na linhagem de céncer de
pancreas MIA PaCa-2. A linhagem MIA PaCa-2 ndo apresentou formacdo de vacuolos, ao
contréario do que ocorreu com a linhagem BxPC-3. Esta resposta distinta € muito importante
para demonstrar que linhagens celulares de um mesmo tipo de cancer podem ter respostas
diferentes a um mesmo composto. Isto ocorre pela grande variabilidade genética existente entre
as linhagens e, mesmo em um mesmo tumor de um paciente, a variabilidade tem importante
significado (MROZ; ROCCO, 2017). As diferengas entre BXxPC-3 e MIA PaCa-2 serdo
levantadas em um topico posterior.

Na Figura 16 temos a visualizacdo de nucleos celulares com marcador Hoechst 33342.
Em Fig. 16E, 16F, 16G e 16H temos as morfologias nucleares de uma célula normal, célula
apoptotica, célula necrdtica e célula em divisdo respectivamente. Nas Fig. 161 e Fig 16J temos
0s nucleos apoptéticos apos administracdo da doxorrubicina (LI et al., 2019) e gencitabina
(MIZUKAMI et al., 2005). Nas Fig. 16B e 16C temos as marcagdes dos nucleos apoptdticos
realizado em experimento do presente estudo nas células tratadas com doxorrubicina e
gencitabina, o que era esperado por ambos compostos induzirem apoptose (LI et al., 2019;
MIZUKAMI et al., 2005). No caso das células MIA PaCa-2 na presenca de 831 (Fig. 16D),
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vemos também a presenca de nicleo com morfologia apoptética (algo nao presente nos ensaios
com as células BXPC-3) em menor quantidade quando comparadas a células tratadas com
doxorrubicina (Fig. 16B).

Figura 16: Microscopia de epifluorescéncia com diversos marcadores na linhagem de cancer de
pancreas MIA PaCa-2. As imagens mostram os nucleos marcados em azul com Hoechst 33342. (A)
células sem tratamento (controle negativo). (B) células tratadas com doxorrubicina ([ICso]). (C) células
tratadas com gencitabina ([1Cso]). (D) células tratadas com o composto 831 ([ICso]). As setas vermelhas
indicam nucleos fragmentados caracteristicos de célula em processo de apoptose. Aumento de 100x e

600x.
-
-

Fonte: (A, B, C e D) autoria propria.

Como descrito anteriormente, os resultados obtidos com a linhagem BxPC-3 trouxeram
a necessidade de maiores investigagcdes, no caso com os marcadores de despolarizagdo de
membrana da mitocdndria e do laranja de acridina, para compreender melhor a biologia dos
vacuolos observados, e como também explicado no item anterior, estes ensaios ainda ndo foram
realizados. De toda forma, realizamos o0s ensaios fenotipicos com estes marcadores para a
linhagem MIA PaCa-2.

Na Fig. 17 temos as células (MIA PaCa-2) com administracdo do IC50 dos compostos
doxorrubicina, gencitabina e 831, além do controle negativo. O marcador utilizado, laranja de

acridina, é protonado e preso em vesiculas acidas, tendo neste caso a fluorescéncia vermelha,
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sendo assim utilizado para avaliar processos como a autofagia. Além disso, ele se liga ao
dsDNA emitindo fluorescéncia verde e vermelha, quando ligado ao ssDNA ou RNA. Podemos
visualizar que as células ndo tratadas (controle negativo) apresentam marcacdo em verde, com
marcacdo imperceptivel em vermelho, quando comparada as células tratadas com
doxorrubicina, gencitabina e 831. E sabido que o citoplasma de células em apoptose possui uma
acidificagdo (LAGADIC-GOSSMANN; HUC; LECUREUR, 2004), no entanto, a
fluorescéncia em vermelho do laranja de acridina ocorre quando este estd localizado em
vesiculas com pH é&cido, ou ligado ao ssDNA e RNA. Desta forma, as areas em vermelho
visualizadas podem corresponder a estas trés estruturas. N&o € possivel realizar conclusfes
definitivas somente com este ensaio, porém deve ser realiza-lo para termos um comparativo em
um momento futuro quando o mesmo ensaio for feito para a linhagem BxPC-3, que apresenta

vacuolos quando administrada com o composto 831.
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Figura 17: Anélise da acidez das organelas nas células MIA PaCa-2. Em A temos um painel de imagens
das células com o controle negativo, células tratadas com doxorrubicina ([ICso]),gencitabina ([ICso]) €
831 ([ICso]), utilizando os marcadores Hoechst 33342 para o nlcleo e laranja de acridina para o nicleo
(verde) e regides &cidas (vermelho). Em B temos as imagens com sobreposic¢éo de marcadores em maior
tamanho para melhor visualizacdo. Aumento de 600X.
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O marcador do potencial mitocondrial também foi feito e nos deu informagdes
interessantes (Fig. 18). Novamente, temos duas situa¢des em termos de fluorescéncia. Em verde
estdo marcadas as mitocondrias com perda do potencial de membrana, enquanto as funcionais

estdo mostradas em vermelho, exercendo com seu importante papel para a homeostase celular.
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Figura 18: Andlise da polarizacdo da membrana da mitocondria na linhagem MIA PaCa-2. Em A temos
um painel com o controle negativo, células tratadas com doxorrubicina ([ICso]),gencitabina ([1Cso]) e
831 ([ICso]), utilizando os marcadores Hoechst 33342 para 0 nlcleo e potencial de membrana das
mitocondrias despolarizadas (verde) e mitocondrias funcionais(vermelho). Em B temos as imagens com
sobreposicdo de marcadores em maior tamanho para melhor visualizagdo. Em C temos a razdo da
quantificacdo de fluorescéncia entre as coloracdes realizada no programa ImageJ. Aumento de 600X.
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No controle negativo é possivel constatar que ha uma nitida diferenca na marcacao em
vermelho das mitocondrias (razéo vermelho/verde = 2,95) que estdo polarizadas e funcionais.
De forma similar, mas com menor intensidade, as células tratadas com o composto 831 (razédo

vermelho/verde = 2,233) apresentam muitas mitocondrias funcionais. Como esperado, as
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células tratadas com doxorrubicina (razdo vermelho/verde = 0,692) e gencitabina (razédo
vermelho/verde = 0,899) demonstram estar morrendo com a despolarizagdo da membrana
mitocondrial (Fig. 24). Isso demonstra que as células tratadas com os compostos de referéncia
tiveram a homeostase mitocondrial mais afetada do que células tratadas em relagcdo ao composto
831, cujos resultados estiveram mais proximos do controle negativo do que com 0s compostos
referéncia. E importante dizer, que a mitocondria é apenas um dos varios indicadores da
fisiologia celular, e mais estudos sdo necessarios para entender melhor quais efeitos sédo
ocasionados pela administracdo do composto 831. Tal qual para o laranja de acridina, este
ensaio seré de grande valia para discutirmos mais adiantes quando realizado com a linhagem
BxPC-3.

4.8.3 Diferencas de resultados entre as linhagens de cancer de pancreas e o papel dos
lisossomos

E nitida as diferencas em resposta ao composto 831 entre as linhagens BxPC-3 e MIA
PaCa-2, demonstrando a importancia da realizacdo da caracterizagdo da resposta de um
composto em estudo em um painel de linhagens celulares dentro de um mesmo tipo tumoral, e
para diferentes tipos tumorais. Atualmente ha um grande problema com a enorme quantidade de
farmacos que falham nos ensaios clinicos por apresentarem respostas apenas em uma limitada
quantidade de linhagens celulares. Caso tal fato ndo seja levado em consideracdo, trara
consequéncias quando o composto é utilizado em um ensaio com grande complexidade genética
e fenotipica. Mesmo a utilizacdo de seis linhagens de um mesmo tumor pode se mostrar
insuficiente para demonstrar diferencas estatisticas importantes para detectar correlacBes e
diferencas consideradas essenciais ao desenvolvimento tumoral. Para afirmar qualquer relagéo
entre as diferencas encontradas na reposta ao composto 831 entre as linhagens MIA PaCa-2 e
BxPC-3 relacionadas a qualquer diferenca genética, seriam necessarios estudos para tragar
perfis genéticos que carregam um significado bioldgico importante. Além disso, a morte celular
induzida é farmaco- dependente ou dependente do tipo celular, podendo um mesmo composto
levar a diferentes tipos de morte celular de acordo com a célula em questdo (MCCONKEY et
al., 2010). Uma caractertistica importante que difere entre as duas linhagens e que poderia
explicar a presenca de vacuolos em BxPC-3 e a auséncia de vacuolos em MIA PaCa-2, seria a
producdo de mucina pela linhagem BxPC-3, como relatados nos bancos de celula ATCC e
Banco de Células do Rio de Janeiro. A mucina é uma glicoproteina com diversas funcdes no
organismo, como a manutencdo de sua integridade, lubrificacdo e proteger as superficies

epiteliais dentro do corpo. Em céncer de pancreas, ha o aumento da expressdo de mucinas,
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participando ativamente da progressdo do adenocarcinoma pancreatico e desenvolvimento de
metastases (MONIAUX; BRAND; BATRA, 2004). A mucina presente nas células tumorais
forma uma camada protetora, facilitando o escape imunoldgico e a sinalizacéo celular, além de
diminuir a absorcdo de quimioterapicos (WANG et al., 2020). Desta forma, caso 0 nosso
composto esteja de fato impedindo a via de secrecéo das mucinas produzidas pela célula BxPC-
3, nos podemos estar sensibilizando as células tumorais a algum quimioterapico utilizado em
combinacdo, como a gencitabina (BAFNA et al., 2009; MIMEAULT et al., 2010; NATH el
al., 2013). No entanto, o proprio fenétipo observado, em que temos o acumulo destas vesiculas
de secrecdo, modifica a dindmica celular, com o citoplasma diminuido pela presenca dos
vacuolos de diferentes tamanhos, o que por si s6 pode levar a célula a morte.

Com relacdo aos lisossomos, temos na literatura que ha mudancas na morfologia, nimero,
pH do limen, conteddo de suas enzimas, distribuicdo e localizacdo intracelular, com notavel
aumento da populacdo periférica e diminuicdo da populacdo perinuclear (KALLUNKI,
OLSEN; JAATTELA et al., 2013; KROEMER; JAATTELA, 2005; NISHIMURA, 2002).
Percebemos entdo que a biologia dos lisossomos ¢ alterada de multiplas formas em células
tumorais, e tem importante significado bioldgico, principalmente por estarem envolvidos em
mecanismos de resisténcia a terapias antitumorais e na progressao tumoral e metastase. Ao
haver um aumento da populacdo periférica com posterior exocitose, dois eventos estdo
ocorrendo de forma simultanea, um deles € a liberacdo de quimioterdpicos acumulados no
limen lisossomal no meio extracelular, resultando na diminuicdo da eficacia do tratamento ao
haver um distanciamento do farmaco administrado de seu alvo molecular, muitas vezes
intracelular ou nuclear. O outro evento que ocorre com esta exocitose € a liberagdo das enzimas
lisossomais, que acaba por degradar componentes da ECM, promovendo o desenvolvimento de
metastase. E possivel entdo tracar uma relacdo entre o aumento da populacdo periférica de
lisossomos e um pior prognastico (resisténcia a tratamentos e metastase) (BIAN et al., 2016;
BRIX et al, 2014; OLSON; JOYCE, 2015; PU et al., 2015; RAFN et al., 2012;
SCHIEFERMEIER et al., 2014). Desta forma, diminuir a populacéo periférica, aumentando a
populacédo perinuclear, que é o encontrado em situacdes de homeostase, por meio de compostos
que atuem nesta fisiologia alterada, pode ser uma alternativa para obter tratamentos
quimioterapicos mais efetivos e diminuir a progressao tumoral.

As duas populagdes de lisossomos se comunicam por uma via de microtdbulos ou por
difusdo de baixa velocidade. Os mecanismos pelos quais as células tumorais utilizam para
alterar a localizagdo dos lisossomos ainda ndo é muito bem estabelecido. (HAMALISTO;

JAATTELA, 2016). Uma das possiveis explicacdes ¢ a acidificagdo do microambiente tumoral
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que influencia na localizagdo periférica de lisossomos e exocitose (KALLUNKI; OLSEN;
JAATTELA, 2013). Um outro estudo sugere que o aumento da atividade das proteases
lisossomais do interior do limen, em especial as catepsinas B e L, promovem a localizacdo
periférica dos lisossomos (BIAN et al., 2016; BRIX et al., 2014) e ainda, a expressdo aumentada
de catepsinas em resposta a super expressao de TFEB tem um efeito similar nas populacfes
lisossomais (MEDINA et al., 2011). Desta forma, inibir a atividade de cisteino catepsinas, e ao
que indicam os estudos acima relatados, inibir as catepsinas B e L, podem resultar na
diminuicao da populacédo lisossomal periférica com diminuicdo da atividade lisossomal e de

suas proteases na progressao tumoral.
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5. Conclusdes e perspectivas

O estudo levou a identificacdo de quatro novos compostos citotdxicos derivados de
dipeptidil nitrilas a partir do estudo inicial com 16 compostos em 3 linhagens celulares, sendo
uma delas controle (Balb/3T3 clone A31) e duas linhagens de cancer de pancreas (MIA PaCa-
2 e BXPC-3). Dos 16 compostos testados, quatro deles demonstram ter perfil citotoxico, com
0s compostos 831, 850 e 851 sendo discretamente seletivos para a linhagem BxPC-3. Além
disso a linhagem BxPC-3 se mostrou mais sensivel aos compostos testados em comparacéo a
linhagem MIA PaCa-2.

Dos quatro compostos citotdxicos, o composto 831 foi escolhido para ser estudado em
maior detalhe. Ao longo dos experimentos de microscopia de epifluorescéncia, foi observada a
formagdo vactolos em diversos tamanhos e nimero nas células da linhagem BxPC-3.

O marcador relacionado a fun¢do da membrana da mitocondria nos mostrou que ha um
pequeno aumento de mitocondrias despolarizadas em células MIA PaCa-2 administradas com
0 composto 831 quando comparado ao apresentado pelo controle negativo, porém bem inferior
aos compostos de referéncia doxorrubicina e gencitabina. Estes experimentos foram
importantes para averiguar qual o efeito do composto 831 na quantidade de vesiculas acidas,
gue podem estar associadas a autofagia e como este composto afeta a homeostase mitocondrial,
além de podermos comparar futuramente com os dados da linhagem BxPC-3 com 0s mesmos
marcadores.Além destes experimentos, em BxPC-3, o composto 831, poderia ser administrado
em outras linhagens celulares para avaliacdo morfoldgica e se havera formacgéo de vacuolos,
podendo entdo, fazer uma comparacdo com os perfis moleculares de genes-chavedas linhagens
que tiveram formacdo de vacuolos, e das que ndo tiveram, podendo também ser um fenémeno
encontrado apenas para a linhagem BxPC-3.

Como perspectiva de estudos temos uma série de experimentos que poderdo ser realizados
para avaliacdo de aspectos importantes dos lisossomos e cisteino catepsinas na fisiologia celular

e progressao tumoral, caracteristicas estas amplamente discutidas na literatura.
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Apéndice

BXxPC-3 — Tratamento com 831 ([IC50]) — Campo claro — campo 1. Aumento de 60X.

Fonte: Autoria propria

87



88



BXxPC-3 — Tratamento com 831 ([ICsg]) — Hoechst 33342 (Dapi) — campo 1. Aumento de60X.

Fonte: Autoria prépria
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BxPC-3 — Tratamento com 831 ([ICso]) — Sobreposicdo campo claro/dapi — campo 1.
Aumento de 60X.

Fonte: Autoria propria
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BXxPC-3 — Tratamento com 1013 ([I1Csq]) — Campo claro — campo 1. Aumento de 60X.

Fonte: Marilia Riul Ferreira
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BXxPC-3 — Tratamento com 1013 ([ICso]) — Hoechst 33342 (Dapi) — campo 1. Aumento de60X.

Fonte: Marilia Riul Ferreira
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BxPC-3 — Tratamento com 1013 ([ICso]) — Sobreposi¢do campo claro/dapi — campo 1.
Aumento de 60X.

Fonte: Marilia Riul Ferreira
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MIA PaCa-2 — Controle Negativo — Mitopotential — Red (mitocondria funcional); Green

(mitocondria despolarizada); Dapi (nicleo). Aumento de 60X.

Fonte: Autoria prépria
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MIA PaCa-2 — Tratamento com 831 ([ICsg]) — Mitopotential — Red (mitocdndria
funcional);Green (mitocéndria despolarizada); Dapi (nicleo). Aumento de 60X.

Fonte: Autoria prépria
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MIA PaCa-2 — Tratamento com Doxorrubicina ([ICso]) — Mitopotential — Red
(mitocondriafuncional); Green (mitocondria despolarizada); Dapi (nucleo). Aumento de 60X.

Fonte: Autoria propria
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MIA PaCa-2 — Tratamento com Gencitabina ([ICso]) — Mitopotential — Red (mitocéndria
funcional); Green (mitocdndria despolarizada); Dapi (nucleo). Aumento de 60X.

Fonte: Autoria prépria



106



107

BxPC-3 — Tratamento com 1013 ([ICso]) — Sobreposi¢do Campo claro/ Red (Lysotracker-
Lisossomos)/Dapi (nlcleos). Aumento de 60X.

Autoria; Marilia Riul Ferreira



