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RESUMO

MARQUES, 1. Analise in vitro do efeito da terapia combinada com doxorrubicina e
inibidores de cisteino protease contra o cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-231.
2023. Dissertacdo (Mestrado) — Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Carlos, 2023.

O cancer é uma das doencas mais agressivas e mortais da atualidade. Em 2020 o cancer de
mama matou cerca de 684 mil mulheres no mundo e em 2020 no Brasil, ocorreram 66 mil novos
casos. Ensaios celulares apresentam grande relevancia para a identificagdo de substiancia com
novos mecanismos de a¢do ou na confirmacdo de um mecanismo. Neste estudo, novas
substancias bioativas com atividade antineopldsica foram testadas em modelos celulares,
inclusive com andlise de terapia combinada, uma vez que estudos prévios demonstraram uma
combinac¢do (Neq 0780 e doxorrubicina) com elevada sinergia. As substancias analisadas sao
inibidoras de cisteino proteases, € se mostraram ndo citotoxicas para as linhagens de cancer
responsivas ao hormonio feminino (estradiol — MCF-7) e independente (MDA-MB-231), além
da linhagem nao tumoral BALB/3T3 clone A31. O ensaio de fechamento da risca ndo mostrou
atividade antimigratéria significativa para a linhagem testada (MDA-MB-231) quando
comparado as células sem tratamento, no entanto, no ensaio de terapia combinada foi possivel
identificar sinergia em todas as amostras testadas nessa linhagem, com resultados promissores
para o Neq1008, que potencializou quinze vezes mais o agente citotoxico. A terapia combinada
aplicada ao fibroblasto de camundongo (controle) revelou antagonismo em treze das quinze
amostras testadas e destacou seletividade quando comparado a linhagem tumoral MDA-MB-
231, sugerindo menores efeitos colaterais com a combinacio doxorrubicina e derivado de
dipeptidil nitrila. Com o ensaio de Espécie Reativa de Oxigénio, foi possivel avaliar maior
expressividade de ROS enquanto terapia combinada entre os compostos NEQUIMED e
doxorrubicina se comparada a doxorrubicina isolada. Por fim, com o ensaio de Western Blot
foi possivel avaliar a inibicdo das catepsinas B, L e S quando usados os novos compostos
estudados se relacionado ao controle. Esses resultados incentivam andlises mais detalhadas que

possam explicar por quais mecanismos as combinacdes podem estar levando a morte celular.

Palavras-chave: ensaios celulares, cancer de mama, resposta fenotipica, inibidores

enzimaticos, combinagio terapéutica, ensaio de migracdo celular.



ABSTRACT

MARQUES, I. In vitro analysis of the effect of combination therapy with doxorubicin and
cysteine protease inhibitors against MDA-MB-231 triple-negative breast cancer. 2023.
Dissertagdao (Mestrado) — Sao Carlos School of Engineering, University of Sao Paulo, 2023.

Cancer is one of the most aggressive and deadly diseases of our time. In 2020, breast cancer
claimed the lives of approximately 684,000 women worldwide, with 66,000 new cases
occurring in Brazil. Cellular assays hold significant relevance for identifying substances with
novel mechanisms of action or confirming existing ones. In this study, new bioactive substances
with antineoplastic activity were tested using cellular models, including combined therapy
analysis. Previous studies demonstrated high synergy with a combination (Neq0780 and
doxorubicin), motivating the investigation. The analyzed substances are inhibitors of cysteine
proteases and demonstrated non-cytotoxic effects on hormone-responsive (estradiol — MCF-7)
and hormone-independent (MDA-MB-231) breast cancer cell lines, as well as the non-tumoral
BALB/3T3 clone A31. The scratch closure assay indicated no significant antimetastatic activity
in the MDA-MB-231 cell line compared to untreated cells. However, the combined therapy
assay identified synergy in all samples tested for this cell line, with promising results for
Neq1008, which enhanced cytotoxicity by fifteenfold. Combined therapy on mouse fibroblasts
(control) showed antagonism in thirteen out of fifteen tested samples, highlighting selectivity
when compared to the MDA-MB-231 tumor line. This suggests reduced side effects with the
combination of doxorubicin and dipeptidyl nitrile derivatives. Reactive Oxygen Species (ROS)
assay revealed increased ROS expression in the combined therapy of NEQUIMED compounds
and doxorubicin compared to doxorubicin alone. Finally, Western Blot analysis indicated the
inhibition of cathepsins B, L, and S when using the new compounds, in relation to the control.
These findings encourage more detailed analyses to elucidate the mechanisms underlying the

cell death induced by these combinations.

Keywords: cell assays, breast cancer, phenotypic response, enzyme inhibitors, combination
therapy, cell migration assay.
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ANALISE IN VITRO DO EFEITO DA TERAPIA COMBINADA COM
DOXORRUBICINA E INIBIDORES DE CISTEINO PROTEASE
CONTRA O CANCER DE MAMA TRIPLO-NEGATIVO MDA-MB-231

1. INTRODUCAO

O cancer € um conjunto de doengas decorrentes do crescimento celular descontrolado,
rapido e capazes de invadir tecidos e 6rgios (ALBERTS et al., 2011). E conhecido pela sua
agressividade e alta taxa de incidéncia e mortalidade (INCA,2023f) sendo uma das principais
causas letais do mundo. Deste modo, novas medidas terapéuticas sao necessdrias e urgentes, a

fim da descoberta de novos tratamentos e possiveis curas para a doenga.

1.1 Cancer

A palavra “cancer” tem origem latina (cancer) com o significado de “caranguejo”,
devido a similaridade do crescimento de seus prolongamentos para com as pernas do artropode.
O desenvolvimento do cancer (carcinogénese) ocorre por alteracdes no DNA que podem ser
herdadas ou adquiridas, transformando células sauddveis em células malignas e cancerosas
(Figura 1), fazendo com que a célula passe a receber instru¢cdes modificadas para suas

atividades (ALMEIDA et al., 2005).

Figura 1. Exemplificacdo simples do processo de carcinogénese, englobando mutagdes

sofridas durante o processo de replicacdo celular.

Como surge o cancer?

Membrana
celular

Citoplasma
) Nucleo

» 0%\
> Carcinogénese 0 e®
& '/ / Q&: 0,./)
Agente

cancerigeno Célula normal Célula cancerosa

INCA

Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2022.
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Esta doenca pode ser ocasionada devido a fatores de riscos capazes de diferenciar a
célula nao tumoral em uma célula cancerosa. Estes fatores podem ser encontrados tanto no meio
ambiente, por fatores ambientais externos, como por fatores hereditdrios. A grande maioria
desses casos, aproximadamente 80%, esta relacionada ou meio ambiente, como por exemplo
ambiente ocupacional (quando nocivo a saide), ambiente cultural e social (hdbitos de vida) e
ambientes de consumo tanto alimentar como medicamentoso (ALMEIDA et al., 2005).

Seu crescimento desenfreado e agressivo € capaz de formar tumores por todo o corpo.
Os tipos de cancer estdo diretamente relacionados com as diferentes células em que ele se
originou, sendo esta uma classificac@o primaria (Instituto Nacional do Cancer — INCA2023a).

As células cancerosas, portanto, podem ser definidas por duas propriedades em
conjunto: reproducdo desenfreada, desrespeitando os limites impostos pela divisdo de uma
célula normal e invasdo e colonizacao de regides normalmente destinadas a outras células. Este
conjunto de fatores acarretard na formac¢ao de um tumor ou neoplasia. H4 dois tipos de tumores,
diferenciados entre benignos e malignos (ALBERTS et al., 2011).

Segundo Hanahan e Weinberg (2000), as linhagens cancerosas possuem mutacao
durante seus processos de regulacao e proliferacio da homeostase celular. A exposi¢cdo do ser
aos agentes carcinogénicos podem ocasionar danos no DNA, resultando em muta¢des em genes
que promovem a regulacdo de vias essenciais a célula. Esta modificacdo celular promove
mudancas morfoldgicas e metabdlicas, resultando na invasio, migracdo e metastase.

As células de cancer compartilham caracteristicas comuns denominadas por Hanahan e
Weinberg (2000; 2011; 2022) de Hallmarks. Essas caracteristicas favorecem o
desenvolvimento de um microambiente tumoral que é indispensdvel no desenvolvimento do
cancer (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

A mutagdo genética ocasionada pela doenca faz com que atividades celulares antes
reguladas e controladas, sejam alteradas, resultando em uma adaptacao para a sobrevivéncia da
célula mutada. Segundo os autores (HANAHAN e WEINBERG, 2022) sdo quatorze as
diferenciacdes encontradas em uma célula cancerosa, possibilitando assim a configuragcao de
um tumor complexo e estruturado, capaz de se desenvolver e impedir mecanismos de a¢do para

a imunidade do corpo contra esta mutagdo, sendo elas:

Autonomia em sinais de crescimento: Células consideradas normais possuem multiplos sinais
para impedir seu crescimento, mantendo a homeostase celular. Linhagens cancerosas inibem as
acoOes desses fatores inibidores de crescimento, permitindo a proliferacdo e desenvolvimento

celular.
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Insensibilidade aos supressores de crescimento: As células ndo tumorais apresentam
mecanismos de homeostase dos mais diferentes aspectos. Dentre eles, hd os genes supressores
de tumor, responsdveis por codificar proteinas que atuam selecionando somente as células
vidveis para a divisdo celular, impedindo assim a proliferagao e persisténcia de células ndo
vidveis, independente do motivo que apresentar. As células tumorais apresentam um
mecanismo para evitar este tipo de selecdo. Suas proteinas supressoras de tumor apresentam
diferentes alteracdes para nao as selecionar, permitindo a conclusao de seu ciclo celular e,

portanto, a proliferagdo celular.

Desvio do sistema imune: Nesta caracteristica, assim como o titulo sugere, células cancerosas
possuem a capacidade de desviar do sistema imune. Isso é possivel devido a inativacdo de

células de defesa do corpo provocadas pelas células mutadas.

Potencial replicativo ilimitado: Devido ao encurtamento dos teldmeros durante cada divisao
celular, células ndo tumorais possuem limitado potencial replicativo. Apds este encurtamento
causar significativamente maleficios a célula, ocorrem processos como a apoptose ou
senescéncia para a selecdo desta célula ndo mais vidvel. Células cancerosas apresentam
mecanismos de defesa para a reparacdo deste encurtamento. Com a expressdo da atividade
enzimadtica para aumentar o comprimento dos teldmeros e, ainda, a desativacdo de proteinas

supressoras de tumor, o potencial replicativo das células cancerosas se torna ilimitado, tornando

possivel que elas continuem se duplicando e repetindo o ciclo celular.

Processo inflamatério: A inflamagdo é um processo importante para a permanéncia do
microambiente tumoral por auxiliar no processo de angiogénese e, portanto, na nutri¢do do
tumor. A inflamacdo, ainda, pode contribuir com fatores de crescimento que sustentam a
sinalizacdo de proliferacdo, fatores de sobrevivéncia para impedir a morte celular, enzimas

modificadoras de matriz que auxiliam na metastase.

Invasao tecidual e metastase: Células cancerosas possuem, como ja citado, a capacidade de
formacgdo de massas tumorais devido ao seu rdpido crescimento e divisdo celular. Essas células
presentes no tumor sd@o denominadas de primdrias. Tais células podem ter a capacidade de
deslocamento até novos tecidos adjacentes, levados pelos vasos sanguineos, permitindo assim
a formagdo de novos tumores ao longo do corpo. A capacidade de deslocamento da massa
primdria e invasdo para novos tecidos tem como denomina¢do metastase, sendo responsdvel

por 90% das vitimas por cancer no mundo.
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Inducio angiogénica: Como mecanismo de defesa do corpo, lesdes provocadas por células
mutadas tendem a reduzir pela falta de manutencdo deste ambiente, tais como nutricdo e
oxigenacdo. Entretanto, células cancerosas possuem mecanismos de defesa para sua
permanéncia, como a inducdo angiogénica. A formacdo de vasos sanguineos dentro do
ambiente tumoral € indispensdvel para seu mantimento. A célula tumoral possui diversos e
distintos mecanismos para a inducdo angiogénica ou a inibi¢do de inibidores angiogénicos.

Diferentes tipos de células tumorais utilizam diferentes estratégias de produgdo destes vasos.

Instabilidade genomica e mutacdo: Normalmente, células ndo tumorais ao apresentarem
mutagdes no DNA sdo impedidas de persistir. No entanto, o genoma das células tumorais
apresenta mutabilidade para que o processo de progressdo tumoral seja concluido. Isso acontece
devido a inativacdo da proteina supressora de tumor pS53, sendo esta a responsdvel pelo reparo
de danos ao DNA e, se irreversivel, levar a apoptose daquela célula mutada. Outros genes
envolvidos na detec¢do e reparacdo de danos no DNA sado perdidos em células cancerosas,

permitindo assim a permanéncia dessas células mutantes.

Resisténcia a morte celular: Células normais possuem mecanismos de defesa e homeostase
ao longo de sua vivéncia. Uma célula pode se dividir por mitose e originar assim uma célula
filha. Este processo ocorre por algumas dezenas de vezes até atingir seu limite. Neste caso, a
apoptose ou senescéncia celular sio mecanismos de controle para esta célula ndo mais vidvel.
E por meio destes mesmos mecanismos que células ndo sauddveis, danificadas e prejudiciais
sdo selecionadas e interrompidas. A célula cancerosa, por sua vez, possui mecanismos de defesa
para a resisténcia a morte celular, mesmo com suas mutacdes. Elas sdo capazes de alterar os
mecanismos detectores de anormalidades, tais como interferéncia nas proteinas responsaveis

pela apoptose, e persistirem por periodos maiores.

Desregulacao metabélica: Para acompanhar o crescimento desenfreado e o aumento
significativo de células em um tumor € necessario a mutacdo também do metabolismo destas
células, visto a necessidade de alimentar o crescimento e divisdo delas. Células cancerosas sdo

capazes de um metabolismo energético via glicdlise aerdbica.

Promover a Plasticidade Fenotipica: Durante o desenvolvimento dos corpo como um todo,
as células passam por diferenciacdes, limitando assim a proliferacdo e atuando como barreira

ao cancer. Desbloquear a plasticidade genotipica, revertendo para estados menos diferenciados
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¢, portanto, essencial ao cancer. Células cancerosas podem manter-se parcialmente

diferenciadas aos progenitores, evitando efeitos antiproliferativos.

Reprogramacio Epigenética ndo mutacional: E referente a uma caracteristica habilitadora
genuina no desenvolvimento do cancer, sendo distinta da instabilidade e mutacio do DNA
gendmico. Estd relacionado com a reprogramacdo desempenhar um papel significativo na
aquisicdo de capacidades distintas, como a capacidade provisoria de plasticidade fenotipica nas

células tumorais.

Microbioma Polimérfico: Os autores sugerem que a composi¢cdo do microbioma em areas
associadas ao cancer podem variar entre individuos e entre diferentes tipos de cancer. Além
disso, a diversidade microbiana pode desempenhar um papel na regulacdo do microambiente

tumoral e na resposta do sistema imunologico.

Células Senescentes: A senescéncia celular € uma forma irreversivel de parada proliferativa,
evoluida para manter, principalmente, a homeostase tecidual, por meio de inativacdes e

remogdes de células doentes através da morte celular programada.

O entendimento e conhecimento destes marcadores de células cancerosas mostraram
importante avanco em estudos e pesquisas para o tratamento e cura da doenca. Diferentes alvos
terapéuticos sao estudados, assim como diferentes marcagdes sdo visadas.

O registro de cancer no Brasil tem mostrado que os tipos mais comuns para a populacao
masculina sdo: prostata, pulmao, cdlon e reto, estobmago e cavidade oral. Na populacdo feminina
o predominante é o cancer de mama, seguido de c6lon e reto, colo do ttero, pulmao e glandula
tireoide. (Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2023b).

O aumento no nimero de casos da doenga tem sido reportado e, atualmente, tem sido
um dos problemas mais importantes para a saide mundial e uma das maiores causadoras de
mortes em paises de todo mundo, inclusive no Brasil (GUERRA et al., 2005; ALMEIDA et al.,
2005).
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1.2 Cancer de mama

O cancer de mama é causado pela multiplicacdo descontrolada e desordenada das células
na mama, podendo ser agressivo e altamente metastdtico, podendo ocorrer por fatores
ambientais ou genéticos. Essa desordem confere anomalias nas células e no seu crescimento,
formando um tumor. Por se tratar de uma doencga com diferentes formas evolutivas, existem
varios tipos de cancer de mama, podendo se desenvolver mais rdpido ou lentamente,
predominando as caracteristicas de cada tumor (Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2023d).

Esse pode ser classificado de acordo com as caracteristicas de suas células encontradas
no tecido mamadrio, considerando suas distingdes anatomopatolégicas e modelos de
carcinogénese distintos, além de tendéncias epidemioldgicas especificas. Deste modo, para
malignidades mamarias com origem epitelial — carcinomas, representando mais de 95% dos
casos de canceres de mama — é possivel destacar subclassificacdes do cancer, tais como
Carcinoma Ductal in situ (CDIS), Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) representando os casos
mais recorrente, Carcinoma Lobular in situ (CLIS) e Carcinoma Lobular Invasivo (CLI)
(ROCHA, 2019).

Além disso, o surgimento e desenvolvimento do cancer de mama pode ou ndo estar
relacionado a fatores enddcrinos por hormonios estrogénicos, seja endégeno ou exdgeno. Estes
dizem respeito a carcinomas invasores da mama com perfil imunofenotipico (ROCHA, 2019).
O hormonio estrogénio (RE) esta diretamente relacionado ao crescimento das células de mama,
podendo resultar no potencial aumento das modificagdes genéticas. Sendo assim, qualquer fator
que aumente os niveis deste hormonio pode influenciar, consequentemente, no aumento do
risco de desenvolvimento de cancer (OLIVEIRA et al, 2020). Além desse, ha também os que
sdo imuno-histoquimico para receptor de progesterona (RP) e receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2), sendo eles marcadores indispensdveis para
progndsticos e preditivos, definindo inclusive o manejo clinico, condutas terapéuticas,
progndsticos e tratamento necessario para aquele paciente (ROCHA, 2019).

Sendo assim, entende-se que o cancer de mama nao tem um causador especifico e sim
um conjunto de fatores e vivéncias que o acarretam. Acontecimentos como menarca precoce,
menopausa tardia, primeira gravidez ap6s os 30 anos, nuliparidade, uso de contraceptivos orais
e terapias de reposicdo hormonal, podem ser responsédveis pelo desenvolvimento da doenga

(Instituto Nacional do Cancer — INCA, 2023d).
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1.3 Tratamentos para o Cancer de Mama

O desenvolvimento do cancer de mama no paciente, segundo Souza e colaboradores
(2008), varia de acordo com o curso clinico da doenca e a sobrevida do paciente. Ainda, esta
variacdo € determinada por uma série de fatores, tais como a diferenca na velocidade de
duplicagdo tumoral, o potencial de metéstase do tumor, condi¢des imunoldgicas, hormonais e
nutricionais do paciente, dentre outras tantas varidveis. E compreendido que as divergéncias
socioecondmicas e fatores geograficos podem alterar o acesso e o tempo para o diagndstico do
tratamento, acarretando no decréscimo da sobrevida entre individuos com baixa renda
(TRUFELLI et al., 2008). Ainda, de acordo com De Paiva e Cesse (2015), a alta mortalidade
por cancer de mama no Brasil estd intimamente relacionada ao atraso na investiga¢do € na
institui¢do oportuna da terapéutica.

Ha diferentes métodos para o tratamento dessa doenga, sendo dependente do tipo, tais
como histologia e biomarcadores, e do estdgio do cancer de mama tratado. O primeiro estdgio,
como ja citado, € o Carcinoma Ductal in situ que, apesar de ndo ser invasivo, pode se
desenvolver em um cancer invasivo em até 40% dos pacientes. O CDIS € tratado com
mastectomia, ou seja, retirada cirdrgica de toda a mama. Caso este for positivo para receptor de
estrogénio, os pacientes podem ser submetidos ao tratamento com terapia enddcrina. Para os
estdgios invasivos iniciais e os estdgios avangados sem metdstase, hd trés fases de tratamento.
A primeira é a fase pré-operatdria, que consiste em tratamentos com terapias enddcrinas ou
imunoterapias para tumores que expressam receptores de estrogénio, progesterona ou HER2.
Além deste, € utilizado como tratamento a quimioterapia pré-operatdria, sendo esta a Unica
op¢ao para tumores triplo-negativos, ou seja, que nao possuem os receptores para os hormonios
citados. H4 ainda tratamentos que utilizam a radioterapia no tumor. Portanto, a fase pré-
operatdrio inclui como tratamentos a radioterapia, imunoterapia, quimioterapia e terapia
enddcrina ou hormonioterapia. Para o cancer de mama em estdgio ja4 metastitico, ou seja, o
estagio IV, hd tratamentos para a melhora na expectativa de vida da paciente, mas ha uma baixa
expectativa de cura (TRAYES e COKENAKES, 2021).

Para os autores Maughan e Lutterbie (2010), o progndstico para decidir qual o
tratamento mais indicado para o cancer de mama especifico do paciente € baseado na relacao
tumor-linfonodo-metéstase. Dentre alguns fatores de importante relevancia para esta definicao
estd o grau histoldgico, receptores hormonais e do HER2, comorbidades, menopausa, idade,
dentre outros. Ainda, como ja descrito, o cancer pode avancar de acordo com estagios

estabelecidos. O primeiro estdgio, conhecido como Estdgio 0 ou in situ diz respeito de um
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crescimento celular anormal nos 16bulos mamaérios, ndo havendo progressao, porém podendo
se diferenciar futuramente em um cancer e, por este motivo, os pacientes que o apresentarem
devem ser submetidos a acompanhamentos continuos para avaliar a progressao deste carcinoma
lobular. Porém, se tratado de um carcinoma ductal in situ, pelo seu alto potencial de
diferenciacdo em um cancer de mama invasivo, € recomendado uma cirurgia conservadora da
mama seguido da radioterapia. Nao € necessério o uso de quimioterdpicos, principalmente se
considerado seus significativos efeitos colaterais.

Seguinte do Estagio 0, tem-se os Estdgios I e II, representando os cinceres inicialmente
invasivos. Para tais estagios, é recomendado a retirada da mama por completo, a mastectomia,
ou a parte j& comprometida do 6rgdo. Apds, € necessdrio uma avaliacdo dos linfonodos
regionais, sendo este estudo o determinante para a proxima etapa, podendo variar entre a
radioterapia e a terapia sist€mica coadjuvante. O procedimento de radioterapia, ou seja, a
radiacdo emitida na mama, € normalmente realizada apdés a mastectomia, e auxiliam
significativamente a sobrevida do paciente além do sucesso em seu tratamento. Além da
radioterapia, ha também uma terapia sistémica, ou seja, terapias com quimicos, hormonios ou
direcionadas especificamente ao tecido podem ser utilizadas para amenizar o crescimento
daquele cancer. A quimioterapia é comumente utilizada para tumores maiores de 1 cm e
linfonodos positivos. Pode ser utilizado um conjunto de quimicos necessarios para combater o
determinado cancer, variando de acordo com as condic¢des especificas do paciente. J4 as terapias
enddcrinas sao aquelas que utilizam de meios hormonais, como o bloqueio do desenvolvimento
de estrogénio, para o controle do desenvolvimento do cancer. Este caso ndo € eficaz para
canceres que nao possuem receptores de hormonio, como € o caso do triplo-negativo.

O Estédgio III, ou seja, o Estagio localmente avancado, € relacionado com tumores
maiores do que 5 cm com grande envolvimento de linfonodos regionais, tumores estes
considerados ndo mais operaveis por ja estarem em ligacdo direta com a parede tordcica ou com
a pele subjacente, porém néo apresentam a metéstase como caracteristica. E considerado como
tratamento padrdo para os canceres de mama neste estdgio a quimioterapia de inducdo, seguida
de terapia local, podendo variar entre cirurgia, radioterapia ou, em alguns casos, ambas. A
quimioterapia pré-operatoria € responsdvel pela diminui¢do do tamanho do tumor local, o efeito
da terapia local sugerida.

Por fim, ha o dltimo estigio caracterizado para definir os diferentes niveis alcangcados
para o cancer de mama, o Estidgio IV, ou Estidgio Metastitico. Para os pacientes que
apresentarem a metdstase, a chance de sobrevida cai consideravelmente. Segundo os autores,

apenas 23,3% das mulheres conseguem um tratamento eficaz contra este cancer. Ainda, é
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importante ressaltar que, apesar da queda na expectativa de vida, os tratamentos contra os
canceres metastiticos sdo importantes para garantir a estes pacientes conforto, alivio de dor,
além de prevenir o desenvolvimento da doenca. Neste caso, é necessario considerar a
especificidade de cada paciente, abrangendo uma grande variedade de tratamentos, desde

quimioterdpicos, radioterdpicos dentre outros tipos de terapias.

1.4 Quimioterapia

Como exemplificado anteriormente, dentre os diferentes tratamentos disponiveis para o
cancer de mama, tem-se a quimioterapia, ou seja, terapia com quimicos.  Este tipo de
tratamento € destinado para praticamente todos os casos da doenga, podendo ser utilizado em
diferentes momentos do tratamento, seja apos a mastectomia como terapia adjuvante ou até
mesmo antes da cirurgia para controlar o crescimento do tumor. A quimioterapia tem como
principal funcdo a de selecionar células cancerosas, impedindo assim o seu crescimento e
proliferagdo. A quimioterapia €, portanto, o uso de quimicos ou combinagdo destes com a
finalidade de atingir linhagens celulares especificas e em diferentes fases do ciclo celular e de
diferentes condi¢des, podendo ser inseridos por meio intravenoso, oral ou até mesmo
topicamente (FERREIRA e DE REZENDE FRANCO, 2017).

As caracteristicas que definirdo quais as terapias necessdrias para o tratamento
especifico do paciente sdo variadas. Fatores de progndsticos podem incluir o tamanho do tumor,
o seu estdgio, quantidade de linfonodos e se hd metédstase ou ndo. Além disso, é importante
definir previamente se o cancer tratado apresenta expressao de receptores de tumores como o
estrogénio e a progesterona, além da superexpressdao da proteina do receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano, o HER2 (ANAMPA et al, 2015).

Os quimioterapicos hoje utilizados para o tratamento de cancer de mama estdo
subdivididos em categorias, sendo eles selecionados seguindo as condi¢des exemplificadas
anteriormente. Os grupos quimioterapicos mais frequentemente utilizados para o tratamento de
cancer de mama, segundo Testa e Mano (2010) sdo:

Antraciclinas: Sdo compostos comumente utilizados para o tratamento do cincer de
mama. Atuam na interrup¢do da sintese de DNA das células cancerosas com a inibicdo da
atuacdo da topoisomerase II durante a replicagdo do DNA destas células, acarretando em sua
morte. Porém, este grupo de medicamentos podem acarretar em efeitos colaterais significativos
na vida do paciente, dentre eles a insuficiéncia cardiaca e a leucemia. Dentre os medicamentos

deste grupo mais utilizados para o tratamento estd a Doxorrubicina e a Epirrubicina.
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Taxanos: O grupo de medicamentos conhecidos como taxanos sdo aqueles que
interferem no processo da divisdo celular com a estabilizacdo dos microtibulos, impedindo
assim sua quebra durante a mitose, acarretando, consequentemente, na morte celular. Sao
usualmente utilizados em combina¢do com as antraciclinas por proporcionar redugdo do risco
da recidiva, ou seja, do retorno da doenga apds o tratamento. Os taxanos mais utilizados sdo o
Paclitaxel e o Docetaxel.

Além disso, ha, por vezes, medicamentos diretamente direcionados para o tratamento
antineoplésico, tais como o Trastuzumabe e o Pertuzumabe, agindo contra linhagens tumorais
que apresentam o receptor HER2.

A quimioterapia sistémica e adjuvante tem se fortalecido como significativa terapia
curativa para os pacientes com cancer de mama. E entendido, cada vez com mais convic¢ao,
que a combinacdo destes medicamentos se faz relevante, fortalecendo a importincia de regimes
de poliquimioterapia. As melhorias dos estudos destes adjuvantes citotéxicos contribuiram e
contribuem para a queda nos niveis de mortalidade pela doengca (ANAMPA et al, 2015). Apesar
da sua importancia para a saude e cura dos pacientes de cancer, a quimioterapia também &
responsavel por indesejaveis e graves efeitos colaterais além de acarretar em uma resisténcia
dos pacientes para com os medicamentos, dificultando sua cura ao longo do tempo. Sendo
assim, € indispensavel a busca por novos alvos terapéuticos cada vez mais eficazes e menos

téxicos (CHOWDHURY, 2020).

1.5 Doxorrubicina

A doxorrubicina € uma droga anticancerigena por seu alto potencial citotoxico,
pertencente ao grupo das antraciclinas. Foi isolada primeiramente da bactéria Streptomyces
peucetius. Sua acdo antitumoral se deve, principalmente, devido a diversos mecanismos que
interferem no ciclo celular e danificam o DNA da célula de cancer. A droga atua contra a célula
de cancer de distintas formas, como na inibicdo da topoisomerase II, enzima responsavel por
soltar as fitas do DNA durante o processo de replicacdo e transcricao celular, impossibilitando
assim que o DNA se reestruture e se replique, ocasionando a quebra do DNA e, por sua vez,
danos irreversiveis a célula, inibindo a proliferacdo da célula cancerigena (CHOWDHURY,
2020).

Além disso, a droga possui alto potencial antineoplésico pela intercalagdo no DNA, ou

seja, sua fixacdo entre as bases nitrogenadas que formam a dupla hélice do DNA, causando
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distorcao na estrutura do DNA e, consequentemente, interfere na replicacdo e transcricao do
material genético, impedindo a finalizacdo da divisdo celular (FRANCO et al, 2018).

Por fim, a doxorrubicina possui potencial efeito antineopldsico por acarretar a formagao
de Radicais Livres de Oxigénio (ROS). A formag¢do de ROS € um processo comum e importante
para o bom funcionamento celular, resultado, por exemplo, da acdo da cadeia de transporte de
elétrons para dentro da mitocondria celular. O desequilibrio de ROS, ou seja, a geracdo e
degradacdo de ROS por mecanismos antioxidantes celulares pode provocar o chamado estresse
oxidativo do meio. Altos niveis de ROS participam da instabilidade gendmica e levam a
agressividade e progressdo da carcinogénese. Para que seja possivel, este processo &
acompanhado da ativagdo de genes especificos (PILCO-FERRETO e CALAF, 2016).

Este quimioterdpico € responsdvel por causar danos irreversiveis nas células tumorais,
tais como a inibicdo da cadeia respiratéria nas mitocOndrias, oxidacdo dos lipidios da
membrana, interferéncia com o desenrolamento de DNA e atividade de helicase e, por fim,
inducdo de apoptose em resposta a inibicao da topoisomerase II. A apoptose € um importante
processo de morte celular para a regulacdo do crescimento normal e homeostase. Entretanto,
sua alteracdo pode acarretar no crescimento de células anormais, aumentando também os niveis
de células mutadas naquele microambiente (FRANCO et al, 2018), (NICOLETTO e OFNER,
2022).

Como apresentado anteriormente, a doxorrubicina apresenta graves efeitos colaterais ao
paciente que dela necessita, tais como a cardiotoxicidade e leucemia. Portanto, apesar de seu
importante papel para o tratamento de cancer de mama, novas medidas terapéuticas sio alvos
de estudos para que, deste modo, seus efeitos colaterais possam ser reduzidos e, por vezes,

potencializados.

1.6 Novos Alvos Terapéuticos e Linhagens Celulares

Assim como apresentado anteriormente, o cancer de mama possui uma vasta variedade
de subtipos e, com isso, ha diferencas em seus tratamentos, sendo relativos de acordo com suas
caracteristicas moleculares, histoldgicas, seu microambiente tumoral, o estigio de
desenvolvimento e também sobre a ativagdo e inativacdo de genes associados ao
desenvolvimento da doenca, os chamados oncogenes e genes supressores tumorais,
respectivamente (BRAGA, 2021). Deste modo, compreender as particularidades de cada uma

dessas variacOes e como utilizd-las para o combate contra a doenca € indispensdvel o

desenvolvimento de novas pesquisas e novos alvos terapéuticos.
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As pesquisas desenvolvidas para a cura e o entendimento da doencga passaram nao
apenas da compreensao de sub classificagdes histoldgicas e moleculares, como também de vias
de transdugdo de sinal intracelular, refinamento de biomarcadores e desenvolvimento de
farmacos com alvos celulares especificos, tornando cada vez mais abrangente as possibilidades
de customizagdes de tratamentos para canceres especificos de cada paciente, resultando assim
ndo somente no aumento de sua sobrevida como as melhorias na sua qualidade de vida
(LEITAO, 2018).

A progressdao do cancer de mama ocorre por meio de etapas sucessivas, iniciando
predominantemente com a hiperproliferacdo das células ductais, progredindo entdo para
carcinoma in situ, carcinoma invasivo e, por fim, metistase. Por essa alta variabilidade, a
identificacdo de marcadores especificos de cada tipo deste cancer é indispensavel para um
tratamento eficaz em pacientes doentes, auxiliando, segundo Leitdo (2018), principalmente em
procedimentos diagndsticos, estadiamento, avaliacdo de resposta terapéutica, deteccdo de
recorréncia e metdstase a distancia e progndstico, auxiliando assim em novos alvos terapéuticos.

Deste modo, € necessdria uma complexa associagdo entre novas pesquisas para O
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos com o conhecimento prévio ja entendido e sua
relacdo com a particularidade de cada paciente. Dentre a vasta variedade de novas metodologias
utilizadas para a busca da cura da doenca, a terapia combinada tem mostrado sua eficiéncia e
significancia. A terapia combinada € uma modalidade de tratamento que combina dois ou mais
agentes terapéuticos. A utilizacdo de mais de uma droga anticancerigena aumenta a eficécia do
tratamento em compara¢ao com a monoterapia, isso por ter potencial efeito sinérgico entre os
quimicos utilizados. Esta metodologia utilizada mostrou-se capaz de diminuir a resisténcia ao
medicamento ao mesmo tempo que oferece outras vantagens terapéuticas ao combate da doenca
como a diminui¢ao do crescimento dos tumores, capacidade antimetastatica, inibi¢do do ciclo
celular, desencadeamento de apoptose, entre outros, variando efeitos entre tumores alvos e
quimicos utilizados (MOKHTARI, 2017).

A parametro laboratorial, € necessdria a clareza de qual é o tipo de cancer de mama
tratado, sendo diferenciado de acordo com as linhagens celulares trabalhadas, dependendo de
qual serd a metodologia utilizada e os objetivos da pesquisa. As linhagens celulares sao células
previamente tratadas e estabelecidas por algum banco de células, sendo que, no Brasil, € tido
como a mais notdvel o Banco de Células do Rio de Janeiro. Estas células tumorais foram
primeiramente estabelecidas a partir de amostras de tumores de pacientes com a doenca
especifica. SAo monitoradas continuamente obedecendo condi¢des ambientais representativas

das origens daquela linhagem. As células de origem podem ser constituidas ndo apenas por
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pacientes humanos, mas também de diversos animais, como suinos, caprinos, bovinos, insetos,
peixes, primatas, mustelideos e aves (BCRJ, 2023).

Dentre as linhagens celulares tumorais, a MDA-MB-231 e a MCF7 sdo exemplos
comumente utilizadas nas pesquisas relacionadas ao cancer de mama. Ambas as linhagens
apresentam ampla utilizagdo como modelos in vitro para pesquisas laboratoriais, isso devido a
vantagens como a auto-replicacdo de amostras, facil manuseio e alto grau de homogeneidade.
Ambas sdo utilizadas em laboratérios de pesquisas em condig¢des especificas de seu ambiente
de origem. A utilizacdo dessas para estudos relacionados sdo usualmente encontrados, devido
a alta variacdo que elas representam (FLODROVA et al, 2016).

A linhagem tumoral MDA-MB-231 teve origem a partir de uma efusdo pleural de
carcinoma mamario metastatico, estabelecida em 1974. E utilizada como modelo para o cancer
de mama triplo negativo, ou seja, ndo apresenta receptores trés biomarcadores, o receptor de
crescimento epidérmico humano 2, conhecido como HER2, o receptor de estrogénio (ER) e o
receptor de progesterona (PR), hormonios femininos. Essa linhagem € conhecida por ser
altamente agressiva e invasiva. Portanto, € usualmente utilizada para estudos de metastase e
invasdo celular (FLODROVA et al, 2016). Os tumores que apresentam esta como linhagem
tumoral sdo biologicamente mais agressivos e estdo associados a maior taxa de recorréncia
devido sua alta taxa de proliferacdo e sua capacidade de movimentagao e migracdo, possuindo
assim pior prognoéstico. Eles representam cerca de 10 a 20% das neoplasias mamadrias
(LUZETE, 2015).

A linhagem tumoral MCF7 foi originalmente isolada de uma efusdo pleural de um
carcinoma mamario metastitico e foram estabelecidas como uma linhagem celular de uso
continuo laboratorial. Estas células t€ém como principal particularidade a expressdo e
sensibilidade de hormonios femininos, tais como o estrogénio e a progesterona, além de
expressarem também o fator de crescimento epidérmico (HER2) para se proliferar (COMSA et
al, 2015). A expressdo hormonal é importante para esta linhagem tumoral visto que permite por
meio de vdrias vias de sinalizac@o o crescimento do tumor. Além disso, o metabolismo celular
com receptores hormonais permite efeitos celulares distintos relevantes para o processo de
carcinogénese. E uma linhagem tumoral menos agressiva e com menor incidéncia metastatica
do que a apresentada anteriormente, MDA-MB-231 (TELANG, 2022).

Como visto anteriormente, o cancer possui caracteristicas que favorecem o
desenvolvimento de um microambiente tumoral, sendo indispensavel no desenvolvimento da
doenca. Dentre estas caracteristicas, ha a superexpressdo de catepsinas de acordo com fungdes

especificas para cada uma delas e da particularidade do cancer tratado (SUN et al, 2016). As
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catepsinas sao enzimas proteoliticas, tipicamente localizadas no lisossomo, onde desempenham
o papel de degradacdo de diferentes proteinas intracelulares e na remodelacio do ambiente
extracelular, sendo por meio de autofagia ou por resposta imune. Além disso, a expressdo
alterada de catepsinas estd relacionada a angiogé€nese tumoral e, por sua acdo direta na
degradacdo de proteinas, é responsdvel pela invasdao e metdstase. As que sdo mais facilmente
encontradas em grande expressao para as linhagens tumorais de mama sdo as catepsinas B, L e

S (POREBA et al, 2018; SUN et al, 2016).

1.5 Cisteino proteases e catepsinas

Proteases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacdes peptidicas entre os residuos
de aminodcidos das proteinas, ou seja, enzimas que degradam proteinas. Estdo presentes em
diferentes seres vivos, desde virus a animais e desenvolvem distintas atividades no corpo do
hospedeiro, como por exemplo ser uma enzima-chave para ativar ou desativar processos
bioldgicos de diferentes atuacdes. Além disso, em caso de disfuncdo desta enzima, pode
acarretar o desenvolvimento de vdrias doencas tais como inflamagdes, parasitoses infecciosas
€ a metastase.

Para que ocorra o cancer metastético € necessdrio um conjunto de especificidades aquele
microambiente tumoral e as células tumorais. Dentre elas, sabe-se que as proteases sao
necessdrias para causar a protedlise e degradar os componentes da matriz extracelular além de
estruturas entre uma célula e outra, favorecendo ndo somente a migracdo como a ativacao de

fatores de crescimento e angiogénese (SWISHER et al, 2015).

Sao cinco os principais grupos de classificacdo das proteases segundo seu sitio ativo e
arelagdo estrutural evolutiva, sendo eles: serino, aspartil, metalo, treonina e cisteino (SANTOS,
2007; QUILLES JUNIOR, 2019). Segundo Santos (2007) as cisteino proteases sdo enzimas que
dependem da formacdo de uma dupla no sitio catalitico de cisteina e histidina presentes na
grande maioria das células. Sao enzimas indispensaveis para o desenvolvimento e proliferacao
de diversas doengas, inclusive o cancer (QUILLES JUNIOR, 2019).

Cisteino proteases lisossomais sdo enzimas que degradam as ligacdes peptidicas entre
os aminoécidos formadores de proteinas. Quando relacionado ao cancer, dentro deste grupo,
estdo as catepsinas B, L e S sdo essenciais a progressao tumoral, metastase, apoptose em células
tumorais e morte programada, além do controle da proliferacdo e diferenciacdo de células

(TURK et al., 1996). Essa atividade enzimética configura as células diversidade funcional,
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como adaptacdo a diferentes substratos e ter estabilidade a diferentes ambientes (SANTOS,
2007) permitindo assim um desvio do sistema de controle presente no corpo. Portanto, para
cada catepsina, é sabido que:

A catepsina B € uma cisteino protease lisossdmica associada a renovacdo e degradacdo
de proteinas nos lisossomos. Ela apresenta papéis importantes em distintos eventos biolégicos
para, ndo somente o cancer de mama, como outros canceres ao longo do corpo. Tais fun¢des
variam entre iniciacdo, crescimento e angiogénese, além de ser responsavel pela degradagdo de
componentes presentes na matriz extracelular e, portanto, estd diretamente relacionada com a
migracdo celular, invasdo e metastase (NI ez al, 2019).

A catepsina L, no cancer de mama, participa nos mecanismos subjacentes da
quimiorresisténcia, servindo como promotores tumorais ou supressores. Essa catepsina
secretada participa da degradacdo de proteinas extracelulares, como o receptor de insulina,
fibronectina da matriz, elastina e coldgeno além de outras moléculas de adesao celular fixas na
membrana e receptores, favorecendo assim o processo de tumorigénese (POREBA et al, 2018).

A catepsina S demonstrou ser um mediador importante para o microambiente tumoral
devido sua acdo inflamatoria, possibilitando assim as células tumorais seu crescimento, invasao
e disseminacdo. Ainda, auxilia na formagdo de novos vasos sanguineos e a supressdao da
resposta imunoldgica, contribuindo para a progressdo da doenca. Além disso, j4 foi avaliado
que a superexpressao desta catepsina proporciona as células de cancer de mama a metdstase
para o cérebro (MCDOWELL et al, 2020).

Pelas atividades realizadas por este grupo enzimdtico e sua nocividade aos diferentes
organismos, como o cancer de mama, pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos de
inibidores destas proteases tem se mostrado necessarias (RODRIGUES, 2018). A determinacao
destes biomarcadores tem se mostrado necessdria ndo somente para o nivel académico e
laboratorial, como para prescricdo de diagndstico de pacientes que enfrentam a doencga
(SWISHER et al, 2015). Estes inibidores das cisteino proteases t€ém a capacidade de
seletivamente reprimir a acdo da catepsina de interesse, resultando na contencdo do
desenvolvimento do tumor. Diferentes estudos mostram sua eficiéncia, tais como o de
Rudzinska e colaboradores (2020), onde demonstraram eficicia na terapia contra a
agressividade do cancer renal inibindo a acdo das catepsinas B e L.

Dentre as diferentes metodologias utilizadas para estudos relacionados a expressividade
de catepsinas no cancer e sua inibi¢do, a mais comumente utilizada é o Western Blot. Essa
técnica consiste em detectar, quantificar e identificar proteinas especificas de uma determinada

amostra a partir de seu peso, através de eletroforese em gel transferida para uma membrana
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tratada com anticorpos especificos da catepsina de interesse. Shockey e colaboradores (2019),
apresentaram em sua pesquisa a importancia da inibi¢do de proteases para o cancer de mama
com modelos computacionais e, dentre os métodos utilizados, o Western Blot foi necessario
para identificacdo das catepsinas trabalhadas. Ainda, no trabalho de Zhao e colaboradores
(2021) foi possivel a observacdo da inibicdo de catepsinas necessdrias para a metdstase da
MDA-MB-231 com a utilizacio de medicamentos aprovados pela FDA (Food and Drugs
Administration), como, por exemplo o esomeprazol e, dentro do grupo de métodos utilizados,
o Western Blot também foi necessdrio para identificagdo das catepsinas expressadas e, pds
tratamento, inibidas.

Por isso, o grupo de pesquisa NEQUIMED busca, de maneira in vitro, alternativas para
a producdo de substincias bioativas para o controle de doencas como o cincer e doengas

tropicais negligenciadas a partir da inibi¢do de cisteino proteases.
1.6 Novas substancias bioativas — derivados de dipeptidil nitrila (NEQUIMED)

O grupo de quimica medicinal (NEQUIMED) que possui vinculo com o Instituto de
Quimica de Sao Carlos, na Universidade de Sdo Paulo (IQSC — USP) tem como objetivo
sintetizar e avaliar novas substincias bioativas, derivadas de dipeptidil nitrilas, que possuem
efeito antineopldsico e antiparasitirio (AVELAR et al., 2015). Nomeamos tais substancias de
Neq, pelo prefixo de NEQUIMED, com o numero da substancia de estudo. Por exemplo,
Neq1008.

As dipeptidil nitrilas desenvolvidas pelo grupo apresentam poténcia nanomolar em

ensaios bioquimicos para cruzaina e catepsina L (Figura 2).

Figura 2. Exemplos de dipeptidil nitrilas que atuam como inibidores da catepsina L e cruzaina

com poténcia na ordem de nanomolar de acordo com ensaios enzimaticos.

-~ ~

Fonte: AVELAR et al., 2015.
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Anteriormente foi observada atividade sinergistica do Neq0780 (Figura 4) combinado
com Doxorrubicina na linhagem MDA-MB-231 de adenocarcinoma mamadrio e atividade
antimetastatica do mesmo (dados ndo publicados). No estudo foi mostrado que Neq0780 nao
apresentou citotoxicidade na concentra¢ao de 100 uM (viabilidade celular acima de 70%) e, na
concentracdo de 10 uM foi capaz de impedir o fechamento da risca em 30% quando comparado
ao controle no ensaio de Wound Healing, mostrando inibi¢ao na migracdo celular. Na andlise
de Terapia Combinada foi reportado aumento na poténcia da doxorrubicina em 33 vezes (dados
nao publicados). A substancia mencionada foi previamente sintetizada pelo Dr. Lorenzo Cianni
e testado pela Dra. Talita Alvarenga Valdes.

Desta forma, a Dra. Deborah Aratjo, pertencente ao grupo NEQUIMED, sintetizou um
painel com 15 derivados do composto Neq0780, bem como o proprio Neq0780 que nesse
trabalho serd chamado de Neq0780.1 para nao ser confundido com a substancia que havia sido
posteriormente sintetizada por outro membro do grupo. A série de compostos foi testada nas

mesmas condi¢des realizadas anteriormente.

Figura 3. Neq0780 sintetizado e testado previamente pelo grupo NEQUIMED e utilizado como

modelo para o desenvolvimento do novo painel de quinze amostras.

~
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Fonte: Disponibilizado pelo grupo NEQUIMED.

A descoberta de farmacos envolve vdrias etapas para a caracterizacdo da atividade
bioldgica de novas substincias bioativas. Dentre essas, os ensaios celulares sdo de grande
importancia tanto para organismos unicelulares, quanto para organismos multicelulares (Leitao
et al., 2011) e sdo as primeiras triagens na descoberta e desenvolvimento de farmacos. Com
isso, este projeto consiste no estudo de novas entidades quimicas inibidoras de cisteino
proteases que tém apresentado atividade antineoplésica e sua aplica¢do em ensaios celulares in
vitro. A principal hipdtese é que os derivados de dipeptidil nitrilas, inibidores de cisteino
proteases, exigem atividade bioldgica significativa em linhagens de cancer de mama triplo-
negativa (MDA-MB-231) e hormonio dependente (MCF7) quando avaliados por meio de
ensaios celulares. Acredita-se que os inibidores possam apresentar potencial terap€utico, tanto

isoladamente quanto em combinacdo com o farmaco de referéncia, doxorrubicina. E, além
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disso, hd a hipétese de que essa combinacdo poderd resultar em efeitos citotéxicos mais

expressivos para o cancer se comparado ao controle.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a atividade bioldgica de derivados de dipeptidil nitrilas inibidores de
cisteino proteases a partir de ensaios celulares usando substancias isoladas e em estudo de
terapia combinada em linhagens de cincer de mama hormonio-dependente (MCF7) e
independente (MDA-MB-231). E, avaliar o porqué da combinagdo de inibidores de cisteino
proteases com a doxorrubicina promover sinergismo contra a linhagem tumoral MDA-MB-

231.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a triagem para observar a atividade das novas substincias bioativas nas
linhagens de cancer de mama para determinar a possivel atividade citotdxica;

e Realizar o ensaio de wound healing para avaliar o efeito anti-migratério dos compostos
nas linhagens tumorais de mama triplo-negativa e hormo6nio dependente a fim de

determinar o efeito da inibi¢do de cisteino proteases nesta ac¢ao;

e Para as substancias mais promissoras, realizar o estudo de terapia combinada com o
farmaco doxorrubicina;

e Realizar ensaios para avaliar possiveis causas da sinergia dos novos compostos em
combinacdo com o farmaco de referéncia de acordo com acdes ja4 avaliadas em
pesquisas previamente sucedidas;

e Analisar a formacdo de Espécie Reativa de Oxigé€nio apds os tratamentos com a
combinacao;

e Analisar a inibicdo da expressdo de cisteino proteases apds tratamento com 0S nOvVos

compostos.
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MATERIAL E METODO

3.1 Materiais

° Agua deionizada;

e Meio de cultura celular DMEM (meio Dulbecco MEM em po);

e Meio de cultura RPMI-1640 (em po);

e Tampao Fosfato Salino (PBS);

e Antibidtico Penicilina/Estreptomicina;

e Soro Fetal Bovino (FBYS),

e Solucdo de 0,25% de tripsina com EDTA;

e D-Glicose;

e Bicarbonato de s6dio (NaHCO3);

e Sistema de filtragdo a vacuo de 1L com membrana de Pes 0,22um;

e (Camara de Neubauer;

e Ponteiras e pipetas;

e Seringas, agulhas e filtros para seringas Pes 0,22um;

e Placa para cultura de célula de 96 pogos transparente;

e Placa para cultura de célula de 96 pocos preta com fundo transparente;

e Placa para cultura de célula de 24 pocos;

e Dimetilsulfé6xido (DMSO);

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) — adquiridos da
Sigma Aldrich®;

e Marcador DCFH-DA (diacetato de 2,7-diclorofluoresceina);

e Perdxido de hidrogénio (H202);

e Balanca analitica;

e Capela de fluxo laminar vertical classe II - Pachane PCR Pachane®;

e Centrifuga microprocessada (Quimis®);

e Mesa agitadora (Quimis®);

e [eitor de microplacas Biotek Synergy HT (BioTek Instruments, Inc.®);

e Linhagens celulares: MDA-MB-231, MCF7, BALB/ 3T3 clone A31, cultivadas no
laboratorio, mantidas em uma incubadora umida a 37°C e 5% de COz2, todas adquiridas

do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ);



Farmaco de referéncia Doxorrubicina MedKoo;

Substancias bioativas sintetizadas no grupo de pesquisa (Neq);
Tampao de extra¢ao de proteina;
Tampao de Laemmli;

Gel de SDS-PAGE para eletroforese;
Tampao de corrida;

Tampao de transferéncia;

Solu¢do TBS-T;

Tampao para gel de resolugdo;
Tampao par gel de iniciacao;
Tampao estoque de Acrilamida 40%;
Trizma Base 1M;

EDTA 200mM;

SDS 10%;

NaCl 5M;

Camara de eletroforese;

Buffers de corrida;

Sistema de transferéncia;

Membrana de nitrocelulose;

Leite em po;

Anticorpo primario especifico das proteinas de interesse (B, L e S);
Anticorpo secundério;

Bio-Rad Universal Hood III ChemiDoc MP Gel Imaging System w/ Camera
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3.1.1 Meio de cultura

O meio de cultura DMEM (meio MEM modificado por Dulbecco), foi comprado em p6
e preparado segundo os interesses da célula utilizada. No caso, segundo o BCRIJ, as linhagens
aqui trabalhadas que utilizam este meio sao a MDA-MB-231 e BALB/3T3 clone A31. O
tratamento do meio foi realizado para 1 L total, sendo ele: 1,5 g de bicarbonato de sédio; 3,5 g
de D-glicose; 100 mL de soro de feto bovino; 10 mL de antibidtico penicilina/estreptomicina;
1 saché de meio DMEM em pé6. Eles foram solubilizados em 890 mL de dgua deionizada. Apds,
foi necessdrio a regulacdo do pH entre 7,2 e 7,4. Por fim, filtrou-se o meio em através de um
sistema de filtracio a vidcuo com membrana de Pes 0,22um para evitar qualquer tipo de
contaminac¢do por microrganismos. O meio ja finalizado é armazenado em 8°C. Os protocolos
de cultivo ja estdo estabelecidos no laboratoério.

Para o meio de cultura RPMI (RPMI-1640) hd algumas diferencas. E o meio que a
linhagem celular MCF7 utiliza, segundo o BCRIJ. Este meio também foi comprado em poé e sua
preparacao final € totalizada em 1 litro, sendo ela: 1,5 g de bicarbonato de sodio; 4,5 g de D-
glicose; 100 mL de soro de feto bovino; 10 mL de antibidtico penicilina/estreptomicina; 890
mL de dgua deionizada para completar 1 L. Tudo foi misturado e solubilizado até ficar
homogéneo. Apds, a calibracdo foi realizada para o pH entre 7,2 e 7,4, a filtragem pelo mesmo

filtro é armazenada em 8 °C. Os protocolos de cultivo ja estdo estabelecidos no laboratorio.

3.1.2 Substancias bioativas

As novas substancias testadas neste trabalho (Tabela 1) foram previamente sintetizadas
pelo grupo de pesquisa NEQUIMED, com grau de pureza acima de 95%, diluidas em DMSO

para formar a solugdo estoque a 50 mM e armazenadas a -20 °C.
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Tabela 1 — Painel com os quinze derivados do composto Neq0780 investigados em todas as

fases em ensaios com linhagens de cancer de mama e ndo tumoral.

Derivados de dipeptidil nitrilas

Neq0780 Neq1006 Neql1017
Neq1002 Neq1007 Neq1020
Neq1003 Neq1008 Neq1021
Neq1004 Neql1015 Neq1022
Neq1005 Neql016 Neq1023

Fonte: Autoria prépria.

3.1.3 Cultura de células

Os ensaios usando células de mamiferos foram efetuados nas linhagens MCF7, MDA -
MB-231, além de BALB/3T3 clone A31 (fibroblasto de camundongo), todas adquiridas do

Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células de estudo sdo, portanto:

e MDA-MB-231 - Cédigo BCRIJ 0164 (linhagem humana derivada de metdstase pleural
de um adenocarcinoma mamario). Sdo células altamente metastaticas, consideradas
como triplo negativas, ndo expressando receptores de hormonios. Sendo assim, € uma
célula hormonio independente com um crescimento rapido e € resistente as terapias
convencionais (HOLLIDAY E SPEIRS, 2011).

e MCF7 - Cédigo BCRJ 0162 (Michigan Cancer Foundation-7) sdo células de cancer de
mama estrogeno dependente. Diferentemente da MDA-MD-231, a linhagem tumoral
MCF-7 tem seu crescimento e¢ desenvolvimento dependente de estrégeno, como ja
registrado, devido sua capacidade de processar o estradiol via receptores
citoplasmaticos de estrogénio (CRUZ, 2015).

e BALB/3T3 clone A31 - Cdédigo BCRJ 0047 (fibroblasto de camundongo — Mus
musculus) é a célula utilizada como controle ndo tumoral para este projeto. A escolha
dessa célula como controle foi determinada apos testes e estudos de toxicidade in vitro

confirmarem sua eficicia desta para diferentes amostragens. (INTER-



43

ORGANIZATIONAL PROGRAMME FOR THE SOUND MANAGEMENT OF
CHEMICALS, 2010).

As imagens representativas para as 3 linhagens trabalhadas sdo mostradas na Figura 4.

Figura 4. Imagens das linhagens celulares trabalhadas: (a) MDA-MB-231, (b) MCF7 e (c¢)
BALB 3T3 clone A31.

(a) (b) (c)

Fonte: Autoria prépria.

3.2 Método

3.2.1 Manutencao das células

As linhagens celulares utilizadas nesse projeto possuem manutencdo e cuidados
especificos antes de dar inicio aos diferentes tipos de ensaios celulares. Primeiramente, a
linhagem escolhida para o ensaio foi descongelada, onde estava armazenada a -80° C em tubos
criogénicos de 1 mL, composto de 90% de FBS e 10% de DMSO em uma concentracdo de
1,0x10° células/mL. O descongelamento foi feito em banho maria 4 37°C. Em uma capela de
fluxo laminar, essas células sdo solubilizadas em SmL de meio de cultura e transferidas a um
tubo de 15 mL para serem centrifugadas durante 5 minutos a 1200 rpm e, assim, separar células
vidveis de demais substincias e restos celulares. O precipitado celular surgido apds a
centrifugacdo foi ressuspenso com 1 mL de meio de cultura. Por fim, as células foram passadas

para um frasco contendo, aproximadamente, 12 mL de meio de cultura. Esse frasco, agora com
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as células em cultura, foi mantido em uma incubadora a 37° C e 5% de CO> para seu
crescimento e desenvolvimento. Foi necessaria a troca do meio a cada 2 dias até atingirem 80%
de confluéncia para fazer uma passagem, ou entdo para serem utilizadas no ensaio. Na
passagem, foi utilizado aproximadamente SmL da solu¢do de tripsina/EDTA para a soltura
celular, agindo por aproximadamente 2 minutos. Apds esse periodo, o efeito da tripsina é
cortado com a adi¢do de meio de cultura, sendo de aproximadamente 7mL. Por fim, essa
solugdo € passada para um tubo de 15mL, levado a centrifuga e, por fim, ter-se o precipitado
para ser utilizado de acordo com o ensaio em andamento. Para o nosso grupo de pesquisa, a

célula € considerada vidvel até chegar a passagem de nimero 20.

3.2.2 Citotoxicidade das substancias quimicas

A andlise de citotoxicidade foi realizada na etapa de triagem celular em trés
concentracdes € na etapa de terapia combinada em nove concentragdes, que serd detalhado
posteriormente. Em todo trabalho a citotoxicidade foi medida por meio do ensaio de viabilidade
celular pelo método colorimétrico MTT. Esse método foi aplicado para as trés linhagens
celulares trabalhadas.

Com a confluéncia celular proxima a 80%, foi possivel iniciar os ensaios de
citotoxicidade. A soltura dessas células do frasco foi feita por meio de tripsina, como descrito
anteriormente. Depois, esta foi centrifugada a 1200 rpm por 5 minutos, com remog¢dao do
sobrenadante para que apenas o precipitado celular formado fosse ressuspenso em meio de
cultura. A contagem das células presentes para o ensaio foi feita na cimara de Neubauer em um
microscépio invertido. Foram transferidos 100 uL de 1,0x10° células/mL para cada poco em
placas de 96 pocos, com incubacdo de 24 h em estufa imida com atmosfera a 5 % CO; para
adesdo celular.

Com as células ja aderidas na placa, o meio de cultura foi retirado. No lugar, foram
colocados os compostos em diferentes concentragdes (1 uM, 10 uM e 100 uM), com incubacgado
de 72 horas.

A viabilidade celular foi mensurada pelo método colorimétrico por MTT. O MTT € um
sal de tetrazdlio amarelo e solivel em meio aquoso. Quando em contato com células vivas ele
reage com enzimas redutases formando o formazan, sendo esse um s6lido roxo e insolivel em
meio aquoso (LIU et al., 2002). Apds 72 horas de incubagdo das amostras, o meio contendo
composto foi retirado e adicionou-se 100 pL. de uma solucdo de MTT (1 mg/mL) em cada pogo

que foi incubada por 3 horas. Um dos pocos em cada condi¢do na placa foi usado como branco,
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sendo colocado apenas meio de cultura, para que fosse descontada qualquer interferéncia
durante a leitura. Apds o periodo de incubagdo, o MTT foi retirado e foi colocado 100 uL de
DMSO em cada pogo para a dilui¢ao dos cristais de formazan. A absorbancia foi medida a 570
nm, sendo analisados com o uso do Excel® e GraphPad Prism 5.0.

Os valores obtidos e utilizados foram calculados com a porcentagem média de cada
concentracdo, com o valor do controle negativo fixado em 100% e o desvio padrdo. Todos os
ensaios foram realizados em quintuplicata em dois ensaios independentes (N=2) de modo a
diminuir eventuais erros amostrais.

Como controle negativo foi utilizada a penidltima coluna da placa contendo apenas meio
de cultura com 0,5% (v/v) de DMSO. A utilizacdo de 0,5% de DMSO no controle negativo é
importante para demonstrar que 0 DMSO utilizado na dilui¢do das substancias quimicas nao
tenha relagdo com a morte celular.

Como controle positivo, foi utilizada a doxorrubicina a 10 uM que leva a morte celular,

atestado com ensaios previamente realizados por outros membros do grupo.

3.2.3 Ensaio de fechamento da risca (Wound Healing)

Com a finalidade de avaliar a atividade antimigratdria dos novos compostos, visto que
sdo potenciais quimicos inibidores de cisteino proteases, foi realizado o ensaio de fechamento
da risca (Wound Healing) que é comumente aplicado em estudos antimetastéticos. Este ensaio
¢ utilizado para avaliar a capacidade de cicatrizacdo de tecidos e migracao celular. (ELLIS e
FIDLER, 1996). O ensaio foi realizado com todas as substancias mencionadas na Tabela 1 para
a linhagem de cancer de mama (MDA-MB-231) e com dois compostos para a linhagem de
cancer de mama hormonio dependente MCF7, sendo eles o0 Neq0780 e o Neq1008.

As células em cultura foram depositadas em placas de 24 pogos na concentragdo de
4,0x10° células/mL, com volume de 1 mL por pogo, e mantida em incubadora imida a 37°C e
5% de COz. Apés 24 horas de adesdo celular, foi realizada uma risca vertical no po¢o com o
auxilio de uma ponteira de 200 pL, seguida da lavagem com PBS (para retirada das células que
possam ter se desprendido) e adicdo do composto. As amostras foram preparadas na
concentracdo de 10 uM e adicionadas em duplicatas de 1 mL por po¢o para cada uma das quinze
amostras.

O teste foi realizado em duplicata em dois ensaios independentes (N=2). O

monitoramento da risca foi realizado no tempo 0, 24 h e 48 h da realizacdo da risca (Figura 5).
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Figura 5. Risca tracada no poco com células de cancer de mama MDA-MB-231 nos tempos de

0, 24 e 48 horas, respectivamente.

0h - 24h 48h

Fonte: Autoria prépria.

Software ImageJ foi realizada a partir do célculo da drea com a equacdo abaixo
(Equacao 1):

(At=0h—At=A h)

% de fechamento da risca ar=on

x100 Equacdo 1

3.2.4 Terapia combinada

Este ensaio foi realizado com o auxilio e orienta¢do da Dra. Talita Alvarenga Valdes. O
intuito da terapia combinada € observar se a combinagdo de uma substincia com outra resulta
em sinergia, aditividade ou antagonismo. Para determinar qual o efeito da combinacdo, foi
avaliada a variacdo de ICsp do farmaco doxorrubicina isolado e em combina¢cdo com a nova
substancia quimica.

A doxorrubicina foi utilizada como referencial nesse estudo por apresentar um perfil
citotoxico e ter seu mecanismo de acdo conhecido. Além disso, a doxorrubicina ja € utilizada
como farmaco contra o cancer de mama (SAAD et al, 2007).

O estudo da terapia combinada foi realizado na linhagem de cancer de mama MDA-
MB-231, na linhagem ndo tumoral BALB/3T3 clone A31, além de ter sido realizado para dois
compostos na linhagem tumoral MCF7, sendo eles o Neq0780 e o Neql008. A viabilidade
celular foi medida pelo método colorimétrico MTT, como descrito anteriormente. O
plaqueamento foi realizado previamente nos 60 pogos centrais de uma placa de 96, sendo 10
colunas e 6 linhas. Os compostos foram preparados e adicionados por coluna, totalizando 6
replicatas contendo, cada uma, 100 L. da concentragdo fixa de 10 uM do novos compostos em
conjunto com distintas concentracdes da Doxorrubicina (100 uM, 10 uM, 1,0 uM, 333 nM, 100
nM, 33,3 nM, 10 nM, 3,3 nM e 1,0 nM em cada coluna). Assim, cada placa foi reservada para
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apenas uma combina¢do contendo o novo composto em concentracdo fixa, com diferentes
concentracdes de doxorrubicina (Figura 6). Na dltima coluna foi depositado o controle negativo
contendo células sem tratamento. As placas foram incubadas por 72 horas, com leitura realizada

como descrito anteriormente.

Figura 6. Mapeamento de uma placa de 96 pocos apés a adicdo de MTT mostrando intensidade
crescente de cor correspondendo as células vivas, de acordo com a combinacdo de

doxorrubicina e do derivado de dipeptidil nitrila.

e ™

I OMMOO®Y>»

o _/

A concentracdo de doxorrubicina € reduzida da esquerda para a direita na placa. A concentracdo do

composto Neq0780.1 foi mantida a 10 uM. A dltima coluna representa o controle negativo (contendo
apenas meio e 0,5% de DMSO), e a tltima linha compde o branco (sem adi¢cdo de MTT). Fonte: Autoria

prépria.

3.2.5 Deteccao de Espécie Reativa de Oxigénio (ROS)

O ensaio de ROS ¢ utilizado para medir se hd a presencga e, se sim, qual a expressividade
de espécies reativas de oxigénio dentro da célula, sendo este um subproduto resultado do
metabolismo celular. Os radicais possuem papel importante para a viabilidade celular, tanto
para processos de sinalizacdo celular quanto para o controle de processos fisiolégicos, porém
em altas concentragcdes ou em condicdes de desequilibrio redox, podem causar danos celulares
irreversiveis e estimular o estresse oxidativo. Para o cancer de mama, este subproduto pode

afetar o desenvolvimento e a progressao da doenca (HAYES, DINKOVA-KOSTOVA, 2020).
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A doxorrubicina ¢ um composto utilizado na quimioterapia para alguns canceres,
incluindo o de mama. Seu efeito antitumoral é resultado de multiplas acdes no corpo do
paciente, dentre eles a formacao de ROS para estimular o estresse oxidativo e, portanto, tornar
0 microambiente tumoral téxico para a célula, resultando em sua morte. Portanto, este ensaio
foi realizado para avaliar se houve ou ndo o estimulo na producdo de ROS ap6s a combinacao
do farmaco de referéncia doxorrubicina com as novas substincias quimicas sintetizadas pelo
grupo de pesquisa.

O ensaio para a detec¢do de ROS foi realizado na linhagem tumoral de mama triplo-
negativa MDA-MB-231, nas seguintes condi¢des: combinacdo Neq0780+Doxorrubicina;
combinacdo Neql002+Doxorrubicina; combinacdo Neql008+Doxorrubicina; Doxorrubicina
isolada; Controle negativo (apenas meio de cultura); e Controle positivo, com a adi¢do de
peroxido de hidrogénio (H202). O valor da concentracdo da Doxorrubicina isolada foi definido
de acordo com os resultados obtidos no ensaio de terapia combinada, sendo referente ao ICso
da viabilidade da linhagem tumoral. Para o tratamento contendo a combina¢@o do farmaco com
0s novos compostos foi utilizada a mesma concentracdo de doxorrubicina (Dox) com a adi¢do
do farmaco a concentracao de 10uM.

Ap6s a realizacdo da manutengdo celular e esta atingir a confluéncia de 80%, foi
realizado o plaqueamento celular em placas de 96 pocos preta na concentragdo de 1,0x10°
células/mL, com volume de 100 puL por poco. As bordas desta placa também foram
desconsideradas e, por isso, 60 pocos foram utilizados para o ensaio. Apds o periodo de 24hrs
e com as células ja aderidas, foi retirado o sobrenadante e adicionado os compostos em seus
respectivos tratamentos. Foi utilizado duas colunas por placa por tratamento e uma coluna para

cada controle, como representado na Figura 7.



49

Figura 7. Representacdo da disposi¢ao da placa de 96 pogos preta no ensaio de ROS.

Exemplificacdo da disposic¢do da placa durante o ensaio. Em azul escuro foi acrescentado o tratamento
de Neq0780+Dox; em amarelo, Neq1002+Dox; em verde, Neq1008+Dox; em roxo, Dox isolada; em

azul claro, Controle Negativo; e em laranja, Controle Positivo. Fonte: Autoria prépria.

Ap0s o periodo de 72hrs para a agdo dos compostos na célula trabalhada, foi finalizado
o ensaio. Primeiramente, retira-se o sobrenadante para adicionar o marcador de espécies
reativas de oxigénio utilizado, o DCFH-DA, em uma dilui¢do de 2,45mg do marcador (em pd)
em 10mL do tampao PBS, ou seja, na concentracao de 500 uM. Adicionar este preparado no
volume de 100 pL por pogo, com excecdo da ultima linha, utilizada como branco para este
ensaio, e incubar por 30 minutos a 37°C na incubadora de CO>. Apés este periodo, retirou-se
todo o sobrenadante cuidadosamente, adicionou-se 100 puL por placa de PBS para retirar
qualquer possivel resquicio do marcador, retirar novamente este sobrenadante e, por fim,
acrescentar 100 uL de PBS nos pog¢os, com excecdo do controle positivo e dos pogos da ultima
linha da placa, para a leitura no leitor de microplacas. Este ensaio foi realizado em triplicata
(N=3) e, em cada tratamento, foram estabelecidos 10 pog¢os (desconsiderando dois pogos
destinados ao branco), sendo assim um total de 30 pocos por tratamento.

Foi utilizado como controle positivo para este ensaio o peroxido de hidrogénio (H202),
visto que esta substincia tem alta capacidade de formar espécies reativas de oxigé€nio nas
células, devido a sua natureza oxidante. Para determinar as concentra¢des necessarias de H202
para a linhagem celular em questaio, MDA-MB-231, foi realizado um ensaio de curva
concentracdo resposta com a substincia, assim como previamente protocolado pela Mestre

Camila Melo, em concentragdes descritas na tabela a seguir:
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Tabela 2. Concentragdes necessdrias para a diluicdo do H202, utilizado como controle positivo

para o ensaio em questao.

Preparo controle positivo H,0, — Ensaio ROS

Concentragdo (uM) Volume H,0; (uM) Volume PBS (mL) Volume final (mL)
2.000 1.800 8,2 10
1.000 900 9,1 10
500 450 9,55 10
250 225 9,77 10
125 112 9,88 10

Fonte: Desenvolvida e fornecida pela Dra. Talita Alvarenga.

Por fim, ao adicionar o preparado do controle positivo em seus respectivos pogos € o
PBS nos demais pogos da placa, realizar imediatamente a leitura da fluorescéncia no leitor de
microplacas, sendo os comprimentos de onda Aexc= 485/20/40 e Aemis= 532/40, como descrito
o protocolo previamente mencionado.

Para a andlise dos resultados, foi analisada a porcentagem do controle negativo (célula
sem tratamento), onde a média dos pocos referentes ao controle positivo € 100%. Além disso,

foi subtraido o valor da média dos branco dos valores dos demais po¢os em tratamento.

3.2.6 Western Blot

O ensaio de Western Blot € um método analitico para a detecg¢@o de proteinas especificas
de uma determinada amostra, sendo possivel estimar sua presenca, quantidade, peso molecular
ou possiveis modificagdes e degradacdes apds determinado tratamento utilizado. Para isto, é
necessario a separagdo das proteinas por eletroforese em gel e, posteriormente, a transferéncia
desta informacdo para uma membrana, onde serd tratada com anticorpos especificos de
interesse e, por fim, a marcacao das proteinas reagentes a este anticorpo (MORITZ, 2020).

Este ensaio foi realizado com o auxilio da, entdo, Doutoranda Sabrina Botelho, e guiado
pelo protocolo oferecido pelo grupo do Laboratério de Biologia do Cancer e Antineoplasicos
do Departamento de Farmacologia no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo — campus Sao Paulo, orientado pelo Prof. Dr. Jodo Agostinho Machado Neto. Para a
revelacdo, nos foi cedido o espaco e equipamentos do Laboratério de Epidemiologia e

Microbiologia Moleculares (LEMiMo), coordenado pela Profa. Dra. Ilana L. B. C. Camargo no
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Instituto de Fisica de Sao Carlos na Universidade de Sao Paulo — campus Sao Carlos, com
orientacdo da Dra. Fernanda Zani Manieri.

O estudo de expressdo de proteinas foi realizado na linhagem celular MDA-MB-231 nos
seguintes tratamentos: Célula isolada, ou seja, célula sem tratamento, utilizada como controle
negativo; Neq0780 na concentracdo de 10 uM; Neq1002 na concentracdo de 10 uM; Neq1008
na concentracdo de 10 uM e; doxorrubicina na concentragdo de 1,1 uM, sendo este o valor
referente ao ICso da linhagem celular utilizada. Apds toda a etapa de preparagdo celular, as
células foram distribuidas na concentragio de 1,0x10° células/mL em placas de 96 pogos com
o volume de 100 pL por pogo. Apds o tempo de 24hrs para a aderéncia celular, todo o meio foi
retirado e, no lugar, colocado o tratamento especifico. Neste ensaio, foi utilizado metade da
placa para cada tratamento, incluindo as bordas, para uma maior amostragem de precipitado,
sendo exemplificado na imagem abaixo. O ensaio foi realizado em duplicata (N=2) e nos

tempos de 48h e 72 h para acdo dos compostos nas células.

Figura 8. Representacdo da disposi¢ao da placa de 96 pocos para o ensaio de Western Blot.

Exemplificacdo da disposicdo da placa durante o ensaio. Cada cor representa um tratamento diferente,

totalizando entdo 48 pogos para cada um. Fonte: Autoria propria.

Ap6s o tempo de acdo dos compostos (48h ou 72h) foi necessério preparar o precipitado
celular. Para tal, adicionou-se 100 puL de tripsina em cada pogo, com tempo de acdo de
aproximadamente 1 minuto. Apds esse periodo, foi adicionado 150 pLL de meio de cultura para
a inativagdo da tripsina. Com as células soltas, todo o volume de cada tratamento foi adicionado
em um tubo de centrifuga de 15mL, visto que o volume final foi os 48 pogos x 250 uL de cada

poco, totalizando aproximadamente 12 mL. Esta soluc¢do foi centrifugada a 1200 rpm por 5
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minutos. Apds esta acdo, todo o sobrenadante foi retirado e o precipitado formado foi
ressuspenso em 1 mL de meio de cultura e passado para um Eppendorf de 1,5 mL. Esse foi
levado para uma centrifuga de Eppendorf refrigerada pelo tempo de 10min a 12000 rpm.
Depois, € retirado qualquer resquicio de liquido acima do precipitado e o tubo colocado
novamente a centrifuga, para evitar qualquer formacao de cristais da solugdo restante. Por fim,
apos a preparacao do precipitado celular, este foi mantido em -20°C até o inicio da primeira
etapa do ensaio, ap0s tratamento das células, a extracdo de proteinas.

As etapas deste ensaio incluem: 1 — Extragcdo de proteinas; 2 — Separacdo das proteinas
por peso molecular através de um gel de poliacrilamida contendo SDS; 3 — Transferéncia para
uma membrana de nitrocelulose ou PVDF; 4 — Incubacdo com anticorpos especificos e; 5 —

revelacdo. Elas estdo detalhadas a seguir:

1 - Extracao de proteinas: Primeiramente, foi adicionado ao precipitado celular de 50 a
100 pL de tampdo de extracio para cada 1,0x10° células/mL, sendo este preparado com EDTA,
solucdo Tris, pirofosfato de sddio, fluoreto de sédio, ortovanadato de sédio, Triton PMSF e
agua deionizada, homogeneizar e incubar no gelo por 40 a 120m. Apds, centrifugar esse lisado
proteico a 4°C e 12000rpm por 20 minutos na centrifuga de Eppendorf. Coletar o sobrenadante
e quantificar pelo método de Bradford. Desnaturar as proteinas de incubagdo a 94°C por 5 min.
Por fim, adicionar o Tampao de Laemmli, sendo este preparado com azul de bromofenol,

glicerol, SDS, NaH2PO4 e dgua deionizada.

2 - Separacao das proteinas por peso molecular através de um gel de poliacrilamida
contendo SDS: Para inicio desta etapa, foi necessdrio fazer o gel resolving (10%) da
concentracdo de interesse, de acordo com o peso molecular da proteina de interesse. Adicionar
50 pL de isopropanol absoluto para a remocdo das bolhas que formam no gel e esperar
polimerizar. Retirar cuidadosamente o isopropanol com dgua corrente e retirar esta d4gua logo
em seguida. Adicionar o gel stacking e colocar o pente e, depois, esperar polimerizar. Por fim,
montar o sistema de eletroforese e adicionar o tampao de corrida, retirar o pente e aplicar o
volume de proteina. Correr por 30 min a 60V para o empilhamento das proteinas e aumentar
para 100V e correr o restante do tempo até a linha de frente atingir o final do gel. O tampao de

corrida foi feito com Trizma base, glicina, SDS, EDTA e dgua deionizada.

3 - Transferéncia para uma membrana de nitrocelulose: A etapa de transferéncia ou
blotting € iniciada com a montagem do sistema de transferéncia com a espuma, papel filtro, gel,

membrana de nitrocelulose, papel filtro e espuma. O sistema foi montado submerso ao tampao
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de transferéncia. Apds, montar a cuba de transferéncia, colocar a estrutura com o gel e adicionar
gelo na parte externa da cuba para evitar superaquecimento. Por fim, correr a transferéncia a
120V por 2 hrs. O tampao de transferéncia utilizado continha Trizma base, glicina, SDS e dgua

deionizada.

4 — Incubacdo com anticorpos especificos: Com a finalizagao da corrida na etapa
anterior, foi retirada a membrana e, com o marcador presente, bloquear a membrana com TBS-
T contendo 5% de leite em p6 por 15 a 60 minutos (verificar a especificidade do anticorpo).
Depois, remover a solug¢ao de bloqueio e adicionar a solu¢ao TBS-T contendo 3% do leite em
po e o anticorpo primdrio de interesse. Incubar overnight. Por fim, remover a solu¢dao contendo
0 anticorpo primdrio e lavar a membrana 3X por 5 min com TBS-T. Os anticorpos utilizados

sao da marca

5 - Revelacao: Para finalizar a metodologia deste ensaio, foi necessdrio a revelacdo da
membrana. Para isto, comecou-se com a adicdo de TBS-T contendo 3% de leite em pé e o
anticorpo secundario, este que reconhece a espécie na qual o anticorpo primério foi produzido,
sendo eles especificos um ao outro.Com a ligagdo de ambos os anticorpos, hd uma amplificacao

do sinal. Incubar por 60 a 120 min e depois lavar 3X por 5 min com TBS-T.

O resultado deste ensaio € uma imagem contendo bandas correspondentes as proteinas
detectadas, sendo assim possivel analisar e quantificar a presenca destas proteinas especificas
na amostra testada. Para a quantificacdo, foi necessario a utilizacdo do Software ImageJ, sendo
ele capaz de determinar a area representante das bandas formadas por cada tratamento. A partir
disto, foi realizada a razdo entre o valor da area dos tratamentos pelo valor da drea do controle,
sendo ele definido pelo tratamento com a enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). A GAPDH ¢ uma enzima com carga de aproximadamente 37 kDa e, portanto, é
utilizada como método comparativo a partir dos resultados obtidos no tratamento. O valor
obtido desta razdo € transformado em porcentagem e, por fim, com auxilio do software
GraphPad Prism v. 5, é desenvolvido o gréfico representando os valores em porcentagem de

cada tratamento realizado.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados foram obtidos a partir de andlises de citotoxicidade para as
linhagens celulares de cancer de mama MDA-MB-231 e MCF7, além do controle BALB/3T3
clone A31, referentes as novas entidades quimicas derivadas do composto Neq0780, produzido
pelo grupo de pesquisa NEQUIMED. Também serd mostrado os dados referentes ao potencial
antimigratério de todas as amostras na linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 e do
Neq0780 e Neq1008 na linhagem de cancer de mama hormoénio dependente MCF7, obtidos a
partir do método de Wound Healing. Posteriormente, serdo apresentados os resultados da
terapia combinada entre a doxorrubicina e todas as novas substancias bioativas para a linhagem
de cancer de mama MDA-MB-231 e na linhagem controle BALB/3T3 clone A31 e, para a
linhagem tumoral MCF7, os resultados obtidos a partir dos efeitos dos compostos Neq0780 e
Neq1008, além da doxorrubicina (Dox). Além disso, os resultados obtidos no ensaio de ROS
(Espécie Reativa de Oxigénio) serdo apresentados para tratamentos comparativos entre
Neq780+Dox, Neq1002+Dox, Neq1008+Dox, Dox isolada e controles negativo e positivo na
linhagem tumoral de mama triplo-negativa MDA-MB-231, a fim de investigar com mais
profundidade resultados obtidos no ensaio de terapia combinada. Por fim, a presente dissertacao
encerrard com andlise do ensaio de Western Blot para a mesma linhagem com tratamentos do
Neq780, Neq1002 e Neq1008 comparativamente ao controle negativo, célula sem tratamento,
com a finalidade de avaliar a expressdo das catepsinas apds a a¢do dos quimicos com potencial
efeito de inibicao das proteinas.

A linhagem celular BALB/3T3 clone A31 € um controle importante em pesquisas sobre
cancer de mama devido a suas caracteristicas conhecidas, utilizada como modelo experimental
em diversas pesquisas previamente publicadas. Além disso, € uma linhagem com répida
proliferacdo, garantindo praticidade para estudos que precisem relacionar esta as demais
linhagens, inclusive cancerigenas. Essa escolha permite comparar resultados entre
experimentos, minimizar varidveis e estudar especificamente os efeitos das catepsinas nas
células cancerigenas, enquanto se mantém uma relacao de remodelacdo da matriz semelhante.
Isso contribui para validacao de hipéteses e compreensao mais precisa do papel das catepsinas

na progressao do cancer de mama.
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4.1. Analise da citotoxicidade das substiancias quimicas

Ensaios que visam a andlise de citotoxicidade de novas substancias quimicas sao
cruciais para estudos a niveis celulares e moleculares. Para estudos com cancer, este ensaio esta
diretamente relacionado a sintese e avaliacdo destes novos compostos, analisando sua
capacidade de inibir o crescimento celular tumoral, induzir sua morte ou sua interferéncia na
viabilidade da linhagem. Estudos antineopldsicos buscam, como método ideal, tratamentos que
selecionem e eliminem as células tumorais ao mesmo tempo que preserve as células sauddveis
do paciente, sem efeitos colaterais. Por isso, ensaios de citotoxicidade se mostram consolidados
como um dos alicerces para pesquisas de novos quimicos com potencial efeito contra o cancer
(EASTMAN, 2017).

Deste modo, o presente ensaio foi realizado para avaliar o potencial efeito citotoxico de
grupo de novos compostos derivados do Neq0780, previamente testado em trabalhos do grupo
ndo publicados pela Dra. Talita Alvarenga Valdes.

Na Figura 9 € observado que nenhum dos compostos testados, independente da
concentracao, levou a morte celular de mais de 50% das células (dado como viabilidade celular
abaixo 50%), o que ja era esperado, visto que os derivados de dipeptidil nitrilas ndo costumam
apresentar citotoxicidade nessas concentragdes (QUILLES, 2019). Para todas as amostras em
todas as linhagens a viabilidade celular se manteve acima de 70%.

Anteriormente, o composto Neq0780 havia sido testado nas linhagens de fibroblasto de
camundongo e na linhagem independente de hormonio (MDA-MB-231) e nao foi relatada a
citotoxicidade nessas concentra¢des, como mencionado anteriormente. Conforme esperado, os
derivados do composto Neq0780 também nao apresentaram citotoxicidade nas concentragdes
testadas (Figura 9). Todos os resultados para a linhagem de cincer de mama hormonio
dependente (MCF-7) sdo inéditos. A viabilidade celular nesta linhagem se manteve alta, com

valores acima de 75%, como nas outras duas linhagens celulares.
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Figura 9. Triagem dos compostos derivados do composto Neq0780 para as linhagens de cancer

de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e linhagem ndo tumoral (BALB 3T3 clone A31).
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Compostos inibidores de cisteino proteases nao sdo, necessariamente, citotéxicos. Sua
acdo depende especificamente da modulacdo destas enzimas, ou seja, tais inibidores precisam
ser projetados para enzimas-alvo, impedindo assim sua atividade tanto reversivel quanto
irreversivelmente, interferindo diretamente nas vias proteoliticas. Além de sua especificidade,
muitas das acdes e ligacdes enzimadticas sdo reversiveis de acordo com o tempo, significando
assim que a acdo do inibidor pode ser interrompida, permitindo que as enzimas tenham
capacidade de manifestar suas devidas funcdes e ligacdes novamente (EATEMADI et al, 2017;
SIKLOS et al, 2015). Sendo assim, inibidores de cisteino protease sao utilizados como alvos
terapéuticos por ter acao de modulagdo da atividade enzimadtica e, portanto, podem regular vias
especificas, direcionando alvos moleculares sem necessariamente causar danos as células, mas
auxiliando em novas pesquisas, tais como ensaios de terapia combinada com quimicos ja

utilizados e conhecidos.

4.2. Analise da atividade antimigratoria (Wound Healing — fechamento da risca)

O ensaio de Wound Healing, também conhecido como fechamento da risca ou
cicatrizacdo de feridas, € realizado para avaliar o potencial efeito de uma determinada linhagem
ou tecido se reparar e regenerar de danos. Para que isto seja possivel, o processo envolve uma
série de etapas, incluindo a migragdo e proliferacdo celular. As catepsinas possuem importantes
efeitos para a progressao do cancer de mama. Elas sdo responsdveis por promover a invasao de
células tumorais, formacdo de metdstase e, consequentemente, resisténcia a tratamentos,
promovendo para o microambiente tumoral a progressao, proliferacdo e invasao deste cancer
(OLSON e JOYCE, 2015). Sendo assim, este ensaio foi utilizado para avaliar a agdo
antimigratéria dos compostos inibidores de cisteino protease nos canceres de mama triplo-
negativo, MDA-MB-231, e horménio dependente, MCF7.

As quinze novas substancias bioativas com perfil ndo citotoxico foram testadas na
linhagem MDA-MB-231 a fim de observar o comportamento do ensaio. Com base nos
resultados obtidos, a linhagem tumoral MCF7 recebeu o tratamento para dois dos compostos
mais promissores no tratamento de terapia combinada para a linhagem MDA-MB-231, sendo
eles, como serd mostrado a seguir, o Neq0780 e o Neq1008.

Para a determinacdo da porcentagem de fechamento da risca, comparou-se cada
composto com o controle negativo (células sem tratamento) nos tempos de 24 h e 48 h.
Primeiramente, para a linhagem MDA-MB-231 e no tempo de 24h, o controle apresentou

fechamento da risca proximo a 80% (Figura 10). Os valores de fechamento da risca descritos
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na Tabela 3 foram obtidos fixando o valor do controle como 100%. Os compostos com melhor
atividade antimigratéria foram Neq0780 e Neq1007, com porcentagem média de 65% e 74%,
respectivamente. Anteriormente, Neq0780 havia sido testado nas mesmas condi¢des e foi
relatado o fechamento da risca em 66% quando comparado ao controle negativo (dados ndo

publicados) demonstrando uma boa correspondéncia entre os ensaios in vitro.

Figura 10. Andlise do ensaio de fechamento da risca para as quinze substancias quimicas a

10uM e o controle negativo na linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 nos tempos de 24

e 48 horas.
MDA- MB-231
Hl 24hrs
150 3 48hrs
S . 1001
= -
e ]
=88
50+
0
NS D $ o Q& @ O e A D N D N
S & \“Qb‘ O O N R AL LI &
.
o

[composto] = 10 pM

Controle 1 = controle negativo (célula sem tratamento). Fonte: Autoria propria.

Ja no tempo de 48 horas de monitoramento para a mesma linhagem, o controle negativo
Ja havia fechado completamente a risca (Figura 11 e Tabela 3). Novamente os compostos mais
promissores foram Neq0780.1 e Neq1007, com valores de 76% e 84% para o fechamento da
risca, respectivamente. Todas as outras amostras apresentaram valores muito préximos a 100%,
demonstrando que a inibicdo antimigratéria vai sendo perdida ao longo do tempo nessa

concentracao testada.
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Tabela 3. Porcentagem de fechamento da risca dos compostos em comparagdo com o valor do

controle negativo para a linhagem MDA-MB-231.

Amostra

780.1

1002

1003

1004

1005

1006

1007

1008

24 horas

65

86

79

75

87

81

74

85

% fechamento da risca

48 horas

76

91

93

93

99

96

84

91

Amostra

1015

1016

1017

1020

1021

1022

1023

24 horas

79

79

81

79

84

87

84

% fechamento da risca

48 horas

96

100

93

96

98

97

97

Valores relativos ao fechamento de risca do controle negativo dado como 100% para 24 e 48 h. Fonte:

Autoria prépria.

Para a linhagem tumoral MCF7, assim como mostrada na Figura 11, foram testados os

compostos Neq0780 e o Neql008, além de obtidos valores da média da porcentagem de

fechamento da risca para os pocos sem tratamento. Para o tempo de 24 h, o valor obtido para o

Neq0780 foi de 20,5% e de 19,6% para o Neql1008. Enquanto isso, para a média nos pocos

controle, o valor foi de 26,9%, sendo relativamente menos seletivos do que os pogos tratados.

Enquanto isso, os valores obtidos foram de 43,4% para o Neq0780, 46,8% para o

Neql008 e 54,6% para o controle negativo apos 48h.
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Figura 11. Andlise do ensaio de fechamento da risca para o0 Neq0780 e Neq1008 a 10 uM e o

controle negativo na linhagem de cancer de mama hormonio dependente MCF7 nos tempos de

24 e 48 horas.

Il 24 Horas
48 Horas

% de fechamento da risca

Compostos

Fonte: Autoria prépria.

De modo geral os compostos apresentaram efeito antimigratério, mesmo que com baixa
expressao. Os inibidores de cisteino protease estdo se tornando com cada vez mais frequéncia
alvos de terapias que buscam inibir as metédstases de diferentes grupos neoplasicos. O
descolamento celular ocorre quando células se desprendem principalmente a matriz extracelular
e invadem vasos circulatérios para se deslocar até outro local pré-disposto. Este é o primeiro
passo necessdrio na cascata metastatica. Para tal, o deslocamento celular envolve forcas
mecanicas e clivagens mediadas por proteases (GUAN, 2015). Assim, a potencial acdo dos
inibidores dessas proteases podem ter apresentado acdo em etapas-chave no processo
migratorio das linhagens tumorais, dificultando a invasdo destas.

Por apresentarem este potencial efeito, mesmo que infimo, e, ainda, ndo apresentarem
efeito citotoxico, todos os novos compostos testados foram selecionados para o ensaio de

terapia combinada, cujos resultados serdo apresentados a seguir.

4.3. Anélise do ensaio de terapia combinada

Virios estudos descrevem o uso de combinag¢des de substancias quimicas e seus efeitos
significativos no tratamento de varias doencas, inclusive para o cancer de mama. Os compostos
isolados, muitas vezes, sdo ineficientes em baixas concentra¢des e em altas podem ser toxicos,
ocasionando efeitos colaterais agressivos e prejudiciais ao tratamento do cancer (LI et al.,

2019). Portanto, foi realizada a terapia combinada entre os novos compostos sintetizados pelo
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grupo de pesquisa, este por sua vez que jd apresentaram resultados ndo citotéxico e com baixo
potencial antimigratério, juntamente com a doxorrubicina, farmaco hoje utilizado como
principal quimioterdpico para tratamento de cancer de mama, principalmente para o cancer
triplo-negativo, sendo este 0 mais agressivo e metastatico, como ji descrito na introdugao.

A terapia combinada foi realizada com os quinze novos inibidores e a doxorrubicina
para a linhagem de cancer de mama MDA-MB- 231 e para a linhagem ndo tumoral BALB/3T3
clone A31 e foram apresentados separadamente. Além disso, como descrito, foi realizada a
andlise para MCF7 em dois compostos, 0 Neq0780.1 e o Neq1008. Posteriormente serd aplicado
esse tratamento para os demais compostos na linhagem MCF-7.

Os valores de ICs0 do agente citotoxico administrado isoladamente (doxorrubicina) foi
comparado com o valor de ICso da combinacdo da doxorrubicina com a substancia
antimigratdria (doxorrubicina + novo composto), com a finalidade de verificar se a combinacdo
potencializou a substancia de referéncia, tanto para a linhagem de cancer de mama quanto para
a linhagem controle.

A razdo entre os valores de ICso foram interpretadas da seguinte forma: variagdo acima
de 1 apresenta o efeito sinérgico (agente antimigracdo sensibiliza a célula para aumentar a
poténcia do agente citot6xico), é observada a diminui¢dao do ICso da substancia combinada e a
curva de combinagio se desloca para a esquerda da curva com a substancia isolada; variacdo
abaixo de 1, o efeito € antagonista; e quanto menor for a varia¢do do valor de ICso, mais proximo
de 1 é arazdo entre os valores, destacando a nao sensibilizacio da linhagem celular pelo agente
citostdtico. Deve-se lembrar que os derivados de dipeptidil nitrila ndo apresentaram atividade
citotoxica relevante na concentracdo de 10 uM escolhida para teste, mas eles podem sensibilizar

a célula para aumentar a atividade citot6xica do farmaco doxorrubicina.

e Adenocarcinoma da mama (MDA-MB-231)

A Figura 12 apresenta as curvas concentragdo-resposta para a linhagem de cancer
de mama hormonio independente. Em vermelho estd destacada a curva da doxorrubicina

isolada e em preto a combinacdo doxorrubicina e derivado de dipeptidil nitrila.
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Figura 12. Curvas concentracio-resposta da combinag¢do da doxorrubicina com 0s novos

compostos em concentracdo fixa (10 uM) para a linhagem MDA-MB-23.
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Fonte: Autoria prépria.

De uma forma geral, a Figura 12 demonstra que ha uma sensibilizagdo das células
para a doxorrubicina quando as dipeptidil nitrilas e derivados sdo usados. Estes dados sdo
explorados de forma quantitativa na Tabela 4, que descreve a variacdo do valor de ICso e

0s parametros estatisticos.
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Tabela 4. Sumadrio dos dados das curvas concentragdo-resposta com o valor de ICso, seu
erro padrdo, o ajuste do modelo (R2/Sy.x) e a sinergia (Variacdo) para as substincias de
referéncia (doxorrubicina) em monoterapia ou combinada com os compostos a 10 uM na

linhagem MDA-MB-231.

Ensaio ICsp £+ SE (uM) R*/Sy.x Variacio do ICs0
Doxorrubicina 1.11+0.08 0.95/7.11 -
Doxo + Neq0780.1 0.142+003 | 092/807 7.8
Doxo + Neq1002 0,152 +0.05 0.92/8.58 7.3
Doxo + Neq1003 0.221 + 0,04 0.95/6.24 5.0
Doxo + Neq1004 0.359 + 0.06 0.96/6.66 3.1
Doxo + Neq1005 0.448 + 0,05 0.98/4.93 2.5
Doxo + Neq1006 0.261 +0.05 0.96/5.58 43
Doxo + Neq1007 0,361 +0.07 0.95/7.40 3.1
Doxo + Neq1008 0.0726 = 0,01 0.94/8 38 15
Doxo + Neql015 0.350 + 0.04 0.95/7.91 32
Doxo + Neq1016 0.250 +0.03 0.96/6.26 44
Doxo + Neq1017 0.566=0.10 0.93/8.53 2
Doxo + Neq1020 0.663 = 0.09 0.91/9.25 1.7
Doxo + Neq1021 0.404 + 0,07 0.94/8 41 2.7
Doxo + Neq1022 0.542 +0.05 0.96/6.27 2.0
Doxo + Neq1023 0.564 + 0,06 0.96/6.12 2.0

Doxo: doxorrubicina. SE: erro padrdo. Variagao do ICso: Razdo entre os valores de ICso Doxorrubicina/
1Cs0 Doxorrubicina+Neq (acima de 1 = efeito sinérgico; abaixo de 1 = efeito antagonista). Fonte: Autoria

prépria.

Anteriormente, o composto Neq0780 havia sido avaliado na combina¢do com
doxorrubicina nas mesmas condi¢cdes descritas neste estudo. O ICso da doxorrubicina isolada
foide 1,97 + 0,48 uM e, apos a combinagdo, o valor caiu para 0,06 £ 0,01 uM, ou seja, para se
obter o mesmo efeito, a quantidade de composto necessdria do agente citotoxico para levar a
morte de 50% das células, foi reduzido 33 vezes. Nesse estudo, a doxorrubicina isolada
apresentou ICso=1,11 £ 0,08 uM e em combinac¢do com Neq0780 foi de 0,142 + 0,03 uM, com
reducdo de 7,8 vezes e a curva da combinacio se deslocando a esquerda da curva do composto

isolado, representando significativo efeito sinérgico de acordo com o método de Bliss.
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Além da substancia da série, todas as demais amostras apresentaram sinergia em
combinacdo com o agente citotoxico. As substdncias mais promissoras foram Neql008,
Neq1002 e Neq1003 (Tabela 4). As estruturas destes compostos nao sao mostradas devido a
questao da propriedade intelectual.

Estudos complementares que possibilitem identificar de que forma a combinacdo esta
sensibilizando e matando as células sd@o de suma importancia, como andlise das catepsinas que
estdo sendo inibidas pelo agente nio citotéxico derivado de dipeptidil nitrila, uso de marcadores
de catepsina para observamos a localizacdo das moléculas na célula, bem como testes para
compreendermos os mecanismos de morte celular e andlises de ciclo celular para ser possivel
tracar o melhor o perfil da terapia combinada

Estudos da literatura corroboram a combinacdo de doxorrubicina com outros agentes
que atuam por meio de outros mecanismos de acdo, como abordado neste presente trabalho.
Apesar da doxorrubicina ter sua toxidez atribuida a sua inibi¢ao da topoisomerase II, esse agente
também pode estar comprometido com outras vias de sinalizacdo quando combinada, como
descrito por (ZHONG et al., 2017), no qual a terapia combinada com o furonodieno foi capaz
de bloquear a invasdo e migracdo de células de cancer de mama MDA-MB-231 in vitro,
regulando negativamente a expressdo da integrina aV e B-catenina e inibindo a fosforilagao da
paxilina, Src, quinase de adesdo focal (FAK), p85 e AKT. Além disso, os tratamentos
combinados também resultaram em uma diminui¢do na metaloproteinase-9 da matriz (MMP
9). Estudos complementares que possam avaliar a migracdo celular com a combinagdo de
doxorrubicina e derivado de dipeptidil nitrila podem ser explorada de forma andloga.

No trabalho de (LI et al., 2019), a doxorrubicina foi combinada com tansiona na
linhagem hormonio dependente MCF-7, e a tansiona pode aumentar a sensibilidade das células
de cancer de mama a doxorrubicina, por meio da inibi¢do da via PTEN/AKT e regulacdo
negativa da expressao de transportadores ABC de efluxo, incluindo P-gp, BCRP e MRP1. Além
disso, os estudos in vivo mostraram que a tansiona aumentou o efeito quimioterdpico da
doxorrubicina contra o cancer de mama, reduzindo seus efeitos colaterais toxicos, incluindo
perda de peso, mielossupressdo, cardiotoxicidade e nefrotoxicidade. Isto € acalentador,
especialmente pelo fato de também ser uma linha importante de trabalho na quimioterapia, que
envolve a reducdo dos efeitos colaterais visando uma maior qualidade de vida do(a) paciente.

Estudos como de Zhong e Li, os quais exploraram anélises de invasdo, migragao e testes
in vivo para a doxorrubicina em combinacdo, justificam o aprofundamento das andlises com
esse agente para compreensao dos efeitos destes tipos de terapias combinadas, desde inibi¢do

de determinadas vias até a morte celular.
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e Fibroblasto de camundongo (BALB/3T3 clone A31)

Um estudo comparativo com uma linhagem controle ndo tumoral de fibroblasto de
camundongo foi realizado in vitro neste trabalho, que visou analisar se as combinagdes
terapéuticas poderiam levar a uma reducdo na atividade citotoxica da doxorrubicina. Isto pode
demonstrar algo que foi discutido na secao anterior quanto a seletividade entre células tumorais
€ ndo tumorais.

A Figura 13 apresenta as curvas concentragdo-resposta para a linhagem controle
BALB/3T3 clone A31 (fibroblasto de camundongo). Em azul estd destacada a curva da
doxorrubicina isolada e em preto a combinagdo com os derivados de dipeptidil nitrilas. De uma
forma geral, observa-se que ha um deslocamento para a direita das curvas com as combinagoes
em relacdo ao farmaco isolado, demonstrando que hd uma redugdo do efeito citotéxico na

linhagem ndo tumoral.



67

Figura 13. Curvas concentragio-resposta da combinag¢do da doxorrubicina com 0s novos

compostos em concentracao fixa (10 uM) para a linhagem controle BALB/3T3 clone A31.
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Fonte: Autoria prépria.

Os dados quantitativos sdo mostrados na Tabela 5, que descreve a variacao do valor de

ICs0, os parametros estatisticos e a variacdo na poténcia entre o farmaco isolado e combinado
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com 0S NOvVos compostos.

Tabela 5. Sumério dos dados das curvas concentragdo-resposta com o valor de ICso, seu erro
padrido, o ajuste do modelo (R2/Sy.x) e a sinergia (Variacdo) para as substancias de referéncia
(doxorrubicina) em monoterapia ou combinada com os compostos a 10 pM na linhagem

controle (BALB/3T3 clone A31)

Ensaio ICs0 + SE (uM) R*/Sy.x Variacio do ICs0
Doxorrubicina 0720019  0.93/8.95 :
Doxo + Neq780.1 0.923 + 0,03 0.97/8.01 0.78
Doxo + Neq1002 323+ 0.66 0.95/8.96 0.22
Doxo + Neq1003 1.55+0.45 0.90/14 3 0.46
Doxo + Neq1004 143 £ 026 0.93/11.2 0.50
Doxo + Neq1005 1.94+0.39 0.92/12.8 0.37
Doxo + Neq1006 1.93+033 0.95/11.1 0.37
Doxo + Neq1007 2.46+0.52 0.93/9.85 0.29
Doxo + Neq1008 1.15+0.83 0.93/7.96 0.63
Doxo + Neq1015 1.94 £ 0,39 0.92/12.8 0.37
Doxo + Neq1016 0.308 = 0.06 0.92/12.1 23
Doxo + Neq1017 0.682 = 0.11 0.91/10.1 1.1
Doxo + Neq1020 0.929 +0.16 0.95/6.94 0.78
Doxo + Neq1021 1.069 = 0,12 0.96/6.15 0.67
Doxo + Neq1022 0.934 £ 0.26 0.92/8.92 0.77
Doxo + Neq1023 0.642 +0.16 0.93/8.22 il

Doxo: doxorrubicina. SE: erro padrao. Variagdo do ICso: Razao entre os valores de IC50 Doxorrubicina/ ICs0

Doxorrubicina+Neq (acima de 1 = efeito sinérgico; abaixo de 1 = efeito antagonista). Fonte: Autoria propria.

Na linhagem controle, o perfil de resposta celular foi oposto ao da linhagem de cancer
de mama, pois doze das quinze amostras testadas apresentaram resultados antagonistas, ou seja,
a combinacao de compostos diminuiu a poténcia da doxorrubicina (Tabela 5). Este resultado é
muito satisfatorio, uma vez que o intuito central da descoberta de farmacos é o desenvolvimento
de uma substancia que seja seletiva, capaz de tratar a doenca, minimizando os danos as células
sauddveis.

A melhor resposta da terapia na linhagem controle foi para os compostos Neq1002 e
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Neq1007 (Figura 13 e Tabela 5). Somente uma combinag¢do com Neql016 houve aumento da
citotoxicidade, enquanto ela foi inalterada para as combinagdes com os compostos Neql1017 e
Neq1023.

Relacionando esses resultados com a linhagem de cancer de mama, percebe-se que
houve seletividade para todos os modelos terapéuticos. Assim, a combinagdo para a linhagem
tumoral foi mais potente do que para a linhagem controle, sugerindo menores danos as células
sauddveis e maior eficiéncia na morte das células cancerosas nessas condicoes.

Esses resultados podem ser explicados devido a alta produgao de cisteino proteases pelas
células de cancer, uma vez que essas enzimas sdo essenciais para o seu desenvolvimento
(CIANNTI et al., 2019). Os novos inibidores, que atuam interagindo com as catepsinas
pertencentes ao grupo das cisteino proteases podem estar sensibilizando a célula cancerosa de
alguma forma, favorecendo a atividade da doxorrubicina que atua na formagdo de corpos
cetonicos, espécies reativas de oxigénio e na inibi¢do da topoisomerase II. Como as células
sadias apresentam produg¢do em niveis usuais das catepsinas e sua ativacdo € controlada
adequadamente, a importancia deste alvo pode ser menor para a atividade celular. Com isto, ha
resisténcia a células ndo tumorais, mantendo a taxa de viabilidade celular proxima a da
doxorrubicina isolada, ou até mesmo gerando um efeito antagonista a morte celular, como
observado na maior parte da série testada (Tabela 5).

De modo geral, a combinag¢do da doxorrubicina com derivados de dipeptidil nitrilas
mostrou resultados promissores para a linhagem de cancer de mama em comparacdo com a
linhagem ndo tumoral. Esse cendrio justifica a aplicacdo da doxorrubicina em combinagdo, uma
vez que o composto sozinho apresenta alta citotoxicidade e a literatura descreve efeitos
colaterais graves da administracdo deste agente. A terapia combinada demonstrou aumento no
indice de seletividade entre as células analisadas neste projeto, o que demonstra um grande

potencial para esta estratégia a ser explorada nos trabalhos subsequentes.

e Michigan Cancer Foundation-7 (MCF?7)

Além das duas linhagens estudadas, também foi introduzido a atuagdo destes novos
compostos na linhagem de cancer de mama hormdnio dependente, MCF7. Para a introdu¢do
desta pesquisa nesta linhagem, foram testadas dois dos compostos com maior seletividade para
MDA-MB-231 e BALB 3T3 clone A31. Posteriormente, serd testado os demais compostos para
a MCF7.
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A Figura 14 retrata as curvas concentragdo-resposta para a linhagem tumoral MCF7.
Em vermelho, estd destacada a curva concentragdo-resposta da doxorrubicina isolada e em preto
a combina¢do com os derivados de dipeptidil nitrilas. De modo geral, ambas as curvas s@o
bastantes similares, demonstrando que ndo hd uma reducéo significativa no efeito citotéxico da

combinacdo entre o farmaco de referéncia com os novos compostos testados para esta linhagem.

Figura 14. Curvas concentragao-resposta da combinag¢do da doxorrubicina com 0s compostos

Neq0780.1 e Neql008 em concentragdao fixa (10 uM) para a linhagem tumoral hormonio

dependente MCF7.
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Fonte: Autoria prépria.

Os dados quantitativos para esta linhagem sdo mostrados na Tabela 6, descrevendo
também a variacdo do valor de ICso, os parametros estatisticos € a variagdo na poténcia entre o

farmaco sozinho e sua combina¢ao com 0s novos compostos.

Tabela 6. Suméario dos dados das curvas concentracdo-resposta com o valor de ICso, seu erro
padrdo, o ajuste do modelo (R2/Sy.x) e a sinergia (Variag@o) para as substancias de referéncia
(doxorrubicina) em monoterapia ou combinada com ambos 0s compostos a 10uM na linhagem

tumoral hormo6nio dependente (MCF7).

Linhagem celular ICs0 £ SE pyM R2/Sy.x Variacao do ICso
Doxorrubicina 0,187 £ 0,04 uM 0,91/10,3 -
Dox0+780.1 0,239 + 0,02 uM 0,93/7,37 0,78
Doxo+1008 0,70 £ 0,14 uM 0,77/18.14 0,26

Doxo: doxorrubicina. SE: erro padrdo. Variagdo do ICso: Razdo entre os valores de ICs0 Doxorrubicina/ ICs0

Doxorrubicina+Neq (acima de 1 = efeito sinérgico; abaixo de 1 = efeito antagonista). Fonte: Autoria propria.
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Na linhagem tumoral horménio dependente MCF7, o perfil da resposta celular para
ambos compostos, Neq0780.1 e Neq1008, em combinagao com a doxorrubicina mostrou baixa
seletividade, nao potencializando o efeito do farmaco de referéncia de maneira satisfatoria, ao
contrario do efeito na linhagem tumoral hormonio ndo dependente, MDA-MB-231.

Como registrado para as linhagens anteriores, o efeito da combinag¢do dos compostos
com o farmaco € sinérgico se a razdo entre os valores do ICsoda doxorrubicina para com o I1Cso
da combinagdo estiver acima de 1. Neste caso, nao somente ficou abaixo de 1, como mostrado
na tabela 5, como para o Neq1008 ficou significativamente abaixo. Nio se sabe o mecanismo
daresisténcia para esta linhagem, mas sabemos que tem mais resisténcia se relacionada a MDA -
MB-231, do mesmo modo apontado no trabalho de Carvalho (CARVALHO, 2016).

Relacionando ambas as linhagens tumorais, ndo houve similaridade de resultados.
Entretanto, serd avaliado os demais efeitos em combinacdo para os compostos faltantes para
ampliar os resultados e, desta maneira, tornar possivel maiores explicacdes acerca desta relacao
visto que os resultados obtidos ainda sdo insuficientes para concluir quaisquer conclusdes
acerca do trabalho, bem como se a diferenca entre os resultados das linhagens tumorais ter
relacdo ou ndo com hormonios ou catepsinas especificas.

Como mencionado anteriormente, andlises que possam identificar as catepsinas
envolvidas no processo, bem como o mecanismo de morte celular, devem ser aplicadas neste
estudo para a compreensdo de todas as etapas envolvidas nesse processo. Se possivel, estudos
com modelos tridimensionais e in vivo também sdo importantes para evoluir esse estudo.

Portanto, os resultados dos ensaios de andlise de Espécie Reativa de Oxigénio e de
Western Blot serdo apresentados a seguir, sendo estes necessdrios para o entendimento da
relacio dos inibidores de cisteino protease com o quimioterapico citotéxico, doxorrubicina. E
importante relembrar que dentre as acOes da doxorrubicina, ha a superexpressao de ROS para
estimular o estresse oxidativo e, portanto, tornar o microambiente tumoral téxico para a célula,
resultando em sua morte. Além disso, o ensaio de Western Blot podera trazer clareza acerca da
inibicao de catepsinas importantes para a proliferacdo do cancer de mama e, deste modo, se a

combinacdo desta terapia estimulou a inibi¢do das sinteses destas.

4.4. Analise do ensaio de Espécie Reativa de Oxigénio (ROS).

Espécie Reativa de Oxigénio (ROS) sdo moléculas quimicamente reativas contendo um

atomo de oxigénio. Essas sdo produzidas naturalmente a partir de processos bioldgicos das
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células, como durante a respiragdo celular a metabolizacio de nutrientes. Na respiracao
aerdbica, por exemplo, é gerado nas mitocOndrias das células eucaridticas energia a partir de
um metabolismo oxidativo, resultando em varios compostos produzidos. Essas substancias
geralmente em baixas concentragdes, origindrias do metabolismo oxidativo, sdo essenciais para
diversos processos subcelulares, tais como transdugdo de sinais, catalisacdo enzimatica,
regulacdo da expressdao génica, criacdo de ligacdes dissulfeto durante a conformacdo de
proteinas no reticulo endoplasmatico e modulagdo da atividade da caspase, que € acionada
durante o processo apoptético. Apesar de seu resultado ser em grande parte benéfico ao
funcionamento e a metabolizacdo celular, menos de 5% deles podem ser téxicos para a célula
caso haja aumento em sua concentracdo (SOSA, 2013).

Os ROS podem ser formados a partir de uma reducao incompleta do oxigénio. Dentro

do grupo destas espécies quimicas hd, principalmente, anion superdxido (O2+—), perdxido de
hidrogénio (H202), oxigénio singleto (102) e radical hidroxila (*OH). Estas espécies quimicas
participam de regulacdes e funcdes fisioldgicas dos organismos vivos nos mais varidveis
metabolismos. Entretanto, sua superproducdo leva ao estresse oxidativo, implicando em
diversas doengas como o céncer, doencas neurodegenerativas, inflamacdo, doencgas
cardiovasculares, entre outros (YANG et al, 2019; HAYES et al, 2020).
Por isso, um equilibrio nessas associacdes deve ser alcancado entre o ROS e os antioxidantes
formados. As células apresentam diferentes mecanismos tanto bioquimicos quanto genéticos
para manter a homeostase de seu meio. Essa desregulagdo, como ja dito, pode acarretar em
fisiopatologias agressivas ao corpo, inclusive o cincer de mama. A ripida multiplicacdo de
células cancerigenas € seguida por uma elevada producdo de ROS, porém sdo ajustadas para
prosperar sob estas circunstincias ja que o estresse oxidativo empurra o balango redox para
longe de um estado reduzido. Estas células malignas conseguem isso ampliando sua capacidade
antioxidante para maximizar o crescimento celular, a0 mesmo tempo que evitam os niveis de
ROS que desencadeariam o envelhecimento celular, a morte programada ou a morte induzida
por ferro (HAYES et al, 2020).

Desta forma, estudos que acarretam no metabolismo e homeostase celular, com
alteracdo na biologia e fungdo mitocondrial das células, como € o caso do ROS, tém se mostrado
uma crescente, principalmente se relacionadas i progressio de doengas como o cancer. E sabido
da importancia do ROS na progressdo do tumor, entretanto a tentativa de manipular a
diminui¢do de seu nivel com antioxidantes ainda € pouco conhecida (SARMIENTO-SALINAS,
2019).
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Neste contexto, foi feito o ensaio para andlise de formacao de ROS na linhagem tumoral
de mama triplo-negativa MDA-MB-231, nas seguintes condi¢des: combinacdo
Neq0780+Doxorrubicina; combinacdo Neq1002+Doxorrubicina; combinacao
Neq1008+Doxorrubicina; Doxorrubicina isolada; Controle negativo (apenas meio de cultura e
DMSO); e Controle positivo, com a adi¢cdo de peréxido de hidrogénio (H202). Este ensaio foi
sugerido e executado devido a combinacdo sinérgica ocasionada com o farmaco de referéncia,
Doxorrubicina, com os trés Neqs citados.

Como mostrado anteriormente, a doxorrubicina é um fiarmaco do grupo das
antraciclinas antitumoral de amplo uso para tratamento de diferentes canceres, inclusive
diferentes canceres de mama. Dentre os diferentes efeitos da acdo da doxorrubicina estd o
estresse oxidativo causado pelo desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e os
antioxidantes (SONGBO et al, 2019). Desta forma, este ensaio foi realizado para avaliar se
houve ou ndo o aumento da producdo de ROS na combinacdo entre os quimicos e, podendo
assim, estar ou ndo relacionado com a seletividade da linhagem tumoral triplo-negativa. Para
1ss0, as andlises foram realizadas nos tempos de 24h, 48h e 72h e, como parametro, foi utilizado
a porcentagem do controle negativo (tratamento apenas com meio de cultura e DMSO), e como
controle positivo, foi utilizado o peréxido de hidrogénio na concentragdo de 500 pM.

E importante ressaltar que a Doxorrubicina estd a uma concentragio isolada que
seleciona 50% das células, ou seja, a concentracdo de ICso da MDA-MB-231, sendo este
equivalente a 1,1 uM, segundo o dado obtido no ensaio de Terapia Combinada apresentado
anteriormente e, para os Neqs, a concentragdo utilizada foi de 10 uM, assim como também
estabelecido de acordo com os ensaios anteriores.

Todos os tratamentos, desconsiderando os controles, tiveram como concentracdao
valores que atingissem o ICso da MDA-MB-231. Isso significa que a viabilidade celular foi
reduzida a metade se comparado aos controles. Ainda, no grifico apresentado a seguir, a linha
tracejada em vermelho estd remetendo ao 100% de viabilidade do controle negativo. Todos os

valores foram demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7. Valores obtidos nos diferentes tratamentos nos tempos de 24 h, 48 h e 72 h em

porcentagem.
% Neq780+Dox | Neql1002+Dox | Neq1008+Dox | DOX C+
24h 175,87 159,35 145,77 143,94 247,21
48h 186,83 204,16 171,30 155,98 187,19
72h 204,68 175,67 1972 162,40 160,15

Fonte: Autoria prépria.

No primeiro tempo de 24h, exemplificado na Figura 15 em verde, foi possivel observar
a producdo de ROS nos quatro tratamentos utilizados, abaixo da porcentagem do controle
positivo, como jd era esperado. O Neq780 foi o que obteve maior producdo de ROS, chegando
a porcentagem de 175,8%, seguido do Neq1002, Neq1008 e Doxo, respectivamente. Para este
primeiro tratamento, € importante observar que o controle positivo foi o que mais manifestou a
presenca de ROS, isso por conta do tempo de acdo dos compostos a célula, se comparado aos
demais tempos explicados a seguir.

Para o tempo de 48h foi possivel observar uma variagdo significativa entre os
tratamentos em comparacdo ao primeiro tempo. Agora, ndo mais o controle positivo foi o
principal formador de ROS e sim o Neql002, com a porcentagem de 204% relacionado ao
controle negativo. Isso se deve ao fato do tempo de exposi¢do mais prolongada do composto
resultar em um acimulo de ROS maior nas células. Ou seja, o acimulo do estresse oxidativo
sobre esta linhagem para um mesmo tratamento determinou uma resposta celular diferente
devido ao aumento de sua exposicdo. Esta variagdo pode ser uma resposta adaptativa da célula
ao estresse sofrido pelo composto, permitindo a célula um tempo de resposta ao composto maior
e, consequentemente, permitindo a ela tempo para desenvolver e revelar mecanismos de defesa
ou adaptacgdo, podendo influenciar diretamente os niveis de ROS ao longo do tempo (WANG
et al, 2015). Isso ainda € reforcado no proximo tempo, de 72h. Ainda mais ROS foram

sintetizados, principalmente se relacionado ao controle positivo.
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Figura 15. Gréficos de comparagao entre os tempos de 24h (verde), 48h (vermelho) e 72h (azul)

para os diferentes tratamentos propostos com exemplificacio das andlises estatisticas

realizadas.
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Além disso, trabalhos como o de Wang e colaboradores (2015) reforcam a acdo da
doxorrubicina na sintese de ROS e, principalmente, com maiores tempos de exposi¢ao. Ainda,
diferentes trabalhos mostram que uma das principais vias apoptéticas da doxorrubicina esté
relacionada diretamente a geracdo excessiva de ROS intracelular (CHEUNG et al, 2015; MIN
et al, 2015; SHOKOOHINIA et al, 2014; ZHAO et al, 2010). Em condicdes normais, o ROS €
sintetizado pela mitocondria durante o processo de respiragdo mitocondrial quando elétrons
desemparelhados escapam da cadeia de transporte de elétrons e reagem ao oxigénio molecular.
Se nao diminuido com acdo de antioxidantes, hé o estresse oxidativo do meio. Portanto, o maior
tempo de exposicdo da célula ao quimico de referéncia, doxorrubicina, neste ensaio, resultou
em uma maior producio de ROS, consequentemente.

A terapia combinada entre os Neqs com a doxorrubicina apresentou maior formacao de
ROS em comparacdo a doxorrubicina isolada, reforcando a sinergia da combinagdo. Este
resultado pode nos exemplificar alguns fatores. Primeiramente, ao estresse oxidativo sinérgico,

visto que tanto inibidores de cisteino proteases quanto a propria doxorrubicina participam na



77

sintetizacdo de ROS. As cisteino proteases sdao enzimas com importante acdo de equilibrio
redox, ou seja, equilibrio entre a quantidade de ROS e antioxidantes do meio. Deste modo, ao
relacionar a doxorrubicina com inibidores destas proteases, hd um aumento no estresse
oxidativo pela sinergia entre ambos (CIRCU e AW, 2010). Ainda, a inibi¢do de cisteino
proteases pode acarretar em danos nas mitocondrias, visto que aquelas auxiliam na manuten¢ao
e funcionalidade destas (YUSTE et al, 2005). Tanto a acdo da doxorrubicina quanto de
inibidores das proteases podem acarretar em danos nas mitocondrias das células cancerigenas
e, por se tratar de uma organela com responsabilidade na formag@o de ROS devido as enzimas
presentes na cadeia de transporte de elétrons, o resultado final do tratamento com ambos 0s
quimicos acarreta em maior producdo de ROS do que se comparado ao tratamento
exclusivamente com doxorrubicina (HERNANSANZ—AGUSTfN e EN RfQUEZ, 2021).

Por fim, alguns trabalhos ainda relacionam diretamente a produgdo excessiva de ROS a
morte celular induzida, ou seja, a apoptose. Niveis excessivos de ROS causam danos em
proteinas, 4cidos nucléicos, lipidios, membranas e organelas, podendo levar a ativacdo de
processos de morte celular, como por exemplo a apoptose (REDZA-DUTORDOIR e
AVERILL-BATES, 2016). Deste modo, a sinergia obtida pelos tratamentos propostos pode
estar relacionada ao tipo de morte celular e este por sua vez diretamente relacionado aos niveis
de ROS aumentado com a combinacdo dos quimicos.

Foi possivel observar uma alta variacdo entre os tratamentos e os tempos de cada um
em relacio & formacdo de ROS. E entendido que o dano celular causado pela doxorrubicina foi
progressivo e necessitou de mais tempo para sua manifestacio em estresse oxidativo e, além
disso, a combinac¢do da doxorrubicina com os Neqs foram mais expressivos na producdo de

ROS se comparado ao tratamento do farmaco isolado.

4.5 Analise do ensaio de Western Blot.

O método de Western Blot consiste em uma técnica utilizada frequentemente para
estudos relacionados a biologia molecular e celular para a identificacdo e quantificacdo de
proteinas especificas em amostras previamente estabelecidas. Este tipo de metodologia permite,
portanto, a compreensdo da acdo de um determinado tratamento em uma linhagem celular de
interesse. No caso, foi utilizado para avaliar o efeito do potencial da a¢do dos compostos
inibidores de cisteino protease, os Neqs, desenvolvidos e sintetizados pelo grupo de pesquisa

NEQUIMED, na linhagem tumoral de mama triplo-negativa, MDA-MB-231.
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Como exemplificado anteriormente, o Western Blot € realizado em diversas etapas
fundamentais. Ap6s a semeadura da linhagem em placas de 96 pocgos, foi realizado o tratamento
em dois tempos distintos, 48h de acdo dos compostos na célula e 72h desta mesma acdo. Os
tratamentos foram realizados para os compostos Neq0780, Neql002 e Neql1008, além de
utilizar o controle negativo, ou seja, células sem adicao de compostos durante seu crescimento
nas placas, utilizando apenas meio de cultura. Apds a retirada destas células nos tempos e
tratamentos de interesse da placa, foi realizado sucessivas centrifugacdes para retirar todo o
sobrenadante e, permitir assim, o manuseio apenas do precipitado celular formado. A partir
deste precipitado, houve a separacdo das proteinas das células presentes nas amostras. Estas
proteinas foram separadas posteriormente por eletroforese em gel, permitindo assim a formagao
de bandas especificas e distintas entre si, sendo diferenciadas com base no tamanho e na carga
das proteinas presentes. Apds, estas proteinas sdo transferidas do gel utilizado previamente para
uma membrana de PVDF e, por fim, € feita a leitura.

Todo este processo sé é possivel gracas a anticorpos especificos que se ligam as
proteinas alvos, ou seja, anticorpos direcionados a catepsinas que, por meio de incubacdo de
um determinado periodo, identificam as proteinas de interesse tornando assim praticdvel a
identificacdo da catepsina estudada. Estes anticorpos sdo identificados através de reacdes
quimicas que geram sinais fluorescentes, formando bandas na membrana, indicando a presenca
de proteinas nas amostras.

Desta forma, o Western Blot se faz importante para estudos com relagdo ao céncer
devido sua especificidade na: Detec¢do de proteinas, incluindo as catepsinas indispensdveis
para o desenvolvimento e proliferacdo do cancer de mama, como enfatizado na introducdo, tais
como catepsinas B, L e S; Quantificacdo das mesmas, necessario para entender se hd ou nao
alguma resposta fisioldgica do cancer ao tratamento de acordo com a quantidade de proteinas
expressas antes e depois da utilizacdo dos quimicos; Atestar a eficiéncia de resultados obtidos
por outras metodologias, visto que o Western Blot é um método confidvel e amplamente
utilizado; Entender quais alvos terapéuticos podem ser utilizados nos mais diversos
tratamentos, contribuindo para tratamentos mais especificos e eficazes para os mais variados
canceres, inclusive o de mama.

Como entendido, o presente estudo averigua a acdo de compostos sintetizados pelo
grupo de pesquisa NEQUIMED com potencial efeito de inibi¢do da expressao de catepsinas em
diferentes linhagens tumorais. Dentre esses, os Neq780, Neq1002 e Neq1008 apresentaram alto
teor sinérgico quando combinado com o farmaco de referéncia amplamente utilizado para

tratamento de cincer de mama, Doxorrubicina. Para entender, por fim, quais mecanismos
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levaram esta sinergia nas diferentes combinag¢des, algumas metodologias foram experimentadas
até agora. Os inibidores de cisteino protease sio compostos quimicos que possuem potencial
eficiéncia no bloqueio e redugdo da atividade destas enzimas, sendo elas necessdrias para
diferentes mecanismos no microambiente tumoral como a metdstase. Desta forma, a utilizacao
do ensaio de Western Blot foi estrategicamente aplicada para entender se a sinergia proposta na
combinacdo dos quimicos Doxorrubicina+Neqs se deu por acdo direta na interferéncia da
sintese destas catepsinas na linhagem trabalhada, MDA-MB-231.

Além disso, € importante ressaltar sobre como a catepsina estd expressa, visto que para
ensaios como o de Western Blot h4 diferentes bandas formadas, de acordo com seu peso
molecular. A presen¢a de multiplas bandas de uma mesma catepsina representados no western
blot se d4 por meio de diferentes tamanhos, ou seja, pesos moleculares. Uma mesma proteina
pode ser expressa em diferentes pesos moleculares. Isso ocorre devido a diferentes fatores como
por exemplo modifica¢des pds traducionais, ou seja, adi¢do ou remocao de grupos quimicos a
proteina, alterando sua carga; degradacdo da proteina em partes, sendo esse referente a
fragmentos proteoliticos de tamanhos distintos, resultando em bandas com pesagens diferentes;
o processamento da proteina, ou seja, uma mesma proteina pode ser processadas de maneira a
atingir formatos funcionais menores e; variagdes estruturais, ou seja, mudanca na forma da
proteina devido a interagdes moleculares ou mudangas no ambiente em que essa se encontra.
Cada um destes casos pode resultar na diferenca de tamanho de uma mesma proteina,
ocasionando em multiplas bandas observadas no gel de eletroforese no ensaio de western blot.
Esta variacdo entre pesos moleculares e bandas € explicada no trabalho de Rudzinska e
colaboradores (2019) e exemplificada na imagem a seguir. Assim, segundo os autores, entender
a expressdo e a ativacdo das catepsinas se faz indispensdvel em estudos que utilizem a
compreensdo delas. Inicialmente, as catepsinas sdo sintetizadas como proteinas precursoras
contendo um sinal peptidico em sua estrutura. Este sinal € responsdvel em direcionar as
proteinas para diferentes partes da célula, inclusive o lisossomo, onde hd a degradacdo destas
proteinas por conta da acidez presente no ambiente. Além disso, tais proteinas como as
catepsinas podem conter o pré-dominios com importante fun¢do de regulacdo e protecao
durante sua sintese. Ao interagir com o ambiente dcido do lisossomo, a catepsina perde seu

prodominio, convertendo-a assim em sua forma madura e funcional.
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Figura 16. Esquematizacdo da maturagdo dos sitios cataliticos de cisteino catepsinas de acordo

com a variacio do pH.
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Fonte: Adaptado de Rudzinska e colaboradores (2019).

Os resultados obtidos nas leituras das membranas serdo mostrados nas Figuras 17, 18 e

19 a seguir.

Figura 17. Resultado da expressdo das catepsinas B, L e S, respectivamente, no tempo de 48h
com os tratamentos do Neq0780, Neql1002, Neql008 e controle negativo para a linhagem

tumoral de mama triplo-negativa, MDA-MB-231.
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Fonte: Autoria prépria.
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Figura 18. Resultado da expressdo das catepsinas B, L e S, respectivamente, no tempo de 72h
com os tratamentos do Neq0780, Neq1002, Neq1008 e controle negativo para a linhagem
tumoral de mama triplo-negativa, MDA-MB-231.
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 19. Resultado da expressdo das catepsinas B, L e S nos tempos de 48h e 72h com os
tratamentos do Neq0780, Neq1002, Neq1008 e controle negativo para a linhagem tumoral de
mama triplo-negativa, MDA-MB-231.
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Fonte: Autoria prépria.
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A partir destas leituras, foi possivel analisar os resultados da expressdo das catepsinas
em cada tratamento de acordo com a intensidade da banda de interesse. Esta anélise da drea de
cada banda foi realizada com o auxilio do Software Imagel] e, posterior a isso, tratado e
comparado ao controle GAPDH, em planilhas elaboradas no Software Excel. Por fim, para a

andlise dos graficos, foi utilizado o Software GraphPad, exemplificado na Figura 20.

Figura 20. Andlise do ensaio de Western Blot para os trés compostos de interesse, Neq0780,
Neq1002 e Neq1008 para expressao das catepsinas B, L e S no tempo de 48h de tratamento na
linhagem tumoral de mama triplo-negativa, MDA-MB-231.
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Fonte: Autoria prépria.

A Tabela 8, representada abaixo, mostra o valor do pKi de cada catepsina em tratamento
com cada novo composto testado. O pKi é uma medida de afinidade entre o inibidor por uma
enzima, como € o caso das catepsinas estudadas. Quanto maior o valor do pKi, maior € a

afinidade do composto do NEQNUIMED estudado pela enzima.

Tabela 8. Representacdo dos valores do pKi entre os Neq0780, Neq1002 e Neq1008 em relagcao

as catepsinas de interesse, CatB, CatL e CatS.

pKi NEQ0780 NEQ1002 NEQ1008
CATB Nao determinado <4 <4
CATL 6,5 6,3 6,2
CATS 7,2 5.4 6,2

Fonte: Autoria prépria.
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O estudo para a catepsina S no tempo de 72h (Figura 21) foi desconsiderado visto que
a formacdo de uma banda significativa, inclusive para o controle negativo, ndo foi efetivada.
Desta forma, a discussao sera realizada a partir da acao das catepsinas B, L e S para o tempo de
48h e catepsinas B e L no tempo de 72h, além da acdo do controle negativo para ambos o0s

tempos.

Figura 21. Andlise do ensaio de Western Blot para os trés compostos de interesse, Neq0780,
Neq1002 e Neq1008 para expressao das catepsinas B, L e S no tempo de 72h de tratamento na
linhagem tumoral de mama triplo-negativa, MDA-MB-231.
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Fonte: Autoria prépria.

No tratamento de 48h, foi possivel avaliar que o Neq780 foi o que teve maior potencial
inibitério da expressao das catepsinas. O parametro comparativo utilizado neste tratamento foi
a linhagem celular sem tratamento, ou seja, com o seu crescimento sendo apenas influenciado
pelo meio de cultura especifico da linhagem e 0,5% de DMSO, assim como utilizado nos
demais ensaios apresentados. E possivel observar que, para a catepsina B, a porcentagem da
expressao se comparado a porcentagem do GAPDH, ¢é de 49,6%.

Para o tratamento com o Neq1002, com o mesmo tempo de 48h, foi possivel observar
uma variagdo de metade da expressdo destas em relagdo ao controle negativo. Sendo assim,

também houve inibi¢do da expressdo da catepsina B com a utilizagdo do Neq1002. E, por fim,
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para o Neql008, a inibicao foi de baixa proporcdo se relacionado aos demais compostos,
variando pouco se comparado a porcentagem do controle.

A interferéncia obtida em relagdo ao controle negativo foi observada nos trés
tratamentos para quase todas as catepsinas. A expressao das proteinas celulares € um processo
bastante complexo e que depende de regulacdes especificas para o bom funcionamento das
atividades celulares tanto normais quanto para células patoldgicas, inclusive tumorais. Os
compostos inibidores de cisteino protease atuam bloqueando a expressao destas proteinas por
se ligarem aos seus sitios cataliticos e, assim, impossibilita a célula de sintetizar tais catepsinas.
Abaixo, esta registrado na Tabela 9 as porcentagens obtidas em cada tratamento em relacao ao

do controle.

Tabela 9. Porcentagem da expressdo das catepsinas B, L e S nos diferentes tratamentos e nos

tempos de 48h e 72h apds relacionado a razao do controle GAPDH.

Yo 780 - 1002 - 1008 - C- 780 - 1002 - 1008 - C-
48H 48H 48H 48H 72H 72H 72H 72H
CatB | 49,60% | 52,87 % | 75,17% | 85,81% 2,89% 19,03% | 25,78% | 13,76%
CatL 8,2% 24% 32% 23,2% 7,18% 25,03% | 32,32% | 24,57%
CatS 169% | 66,9% 53,1% 85,8% - - - -

Fonte: Autoria prépria.

A catepsina B, é uma enzima pertencente da familia das cisteino proteases lisossdmicas
e é indispensavel para a protedlise intracelular, inclusive de componentes da matriz extracelular.
Ela € entendida como essencial ao tumor para a ativacdo da cascata proteolitica na quebra da
matriz (CIANNI ez al, 2019). Desta forma, ao utilizar inibidores para tal catepsina, a agao da
célula tumoral € atingida. Para o mesmo tempo de 48h, no controle negativo houve uma
expressao desta mesma catepsina de mais de trés vezes, se comparado ao tratamento com o
Neq0780, refor¢ando que, de algum modo, houve a inibi¢do da expressdo desta proteina. Para
o cancer de mama, a inibicdo da catepsina B pode resultar em processos como a supressao da
invasdo e metdstase, principalmente se evidenciado que a linhagem tumoral utilizada, MDA-
MB-231, € altamente metastética e invasiva, retardando assim a progressao tumoral. Ainda, por
estar diretamente relacionada a degradacdo da matriz extracelular, favorecendo assim o
microambiente para o tumor, com a inibicdo da expressdo da catepsina B ha também a inibicao

desta degradacao, afetando toda a arquitetura tumoral, dificultando ainda mais a progressao do
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tumor. Por fim, sem a expressdo destas catepsinas, as células tumorais podem ser influenciadas
pelo processo de apoptose, ja que esta também estd relacionada a via de morte celular (RUAN
et al, 2015). Assim, a catepsina B pode ser entendida como um importante marcador e alvo
terapéutico para pesquisas em tratamentos de doencas como o cancer de mama, principalmente
se relacionar potenciais inibidores destas proteinas a demais tratamentos jé estabelecidos, como
em casos de terapias combinadas.

Para além, no tempo de 72 h de ac@o deste mesmo composto ( Neq0780) houve ainda
mais interferéncia na expressao da catepsina B, refor¢cando a importancia de explorar diferentes
tempos de exposicdo aos agentes de interesse para pesquisas relacionadas a quimioterapias.
Entretanto, para os Neql1002 e Neql1008, a expressdo desta catepsina aumentou ao mesmo
tempo em que o controle negativo quase ndo expressou acdo da catepsina B. A variacdo pode
ter ocorrido devido a alguns fatores, inclusive por erro no manuseio durante a execucao do
ensaio. Foram células tratadas em placas diferentes e em tempos diferentes, aumentando a
chance de variacdes experimentais ao longo dos passos necessarios para completar o ensaio. E
possivel observar na Figura 18 a retencao de algumas proteinas no comeg¢o do gel, indicando
provavelmente algum erro na transferéncia entre géis durante o tempo de corrida de
eletroforese. Erro durante a execucdo do ensaio pode ser considerado também devido ao
declinio significativo da expressdo das catepsinas nos controles. Porém, ainda, é importante
ressaltar que o tempo de 72h faz com que as células sem tratamento cres¢am mais do que o
ambiente comporta, potencializando efeitos de estresse a elas. Sua lotagdo pode ser vista na
imagem comparativa abaixo.

Entretanto, devido a sua alta complexidade, as catepsinas possuem mecanismos de
compensagdo caso alguma dentre o microambiente tumoral sofra alguma inibicdo ou
inativagdo. Estudos como o de Olson e Joyce (2015) registraram, em modelos de camundongos
como MMTV-PyMT e RIP1-Tag2, exemplos de compensacdo funcional entre catepsinas. A
remocgao da catepsina B em camundongos MMTV-PyMT levou a um aumento da expressao da
catepsina Z nas células cancerigenas, possivelmente para mascarar deficiéncias da catepsina B.
E, além disso, a jun¢do de ambas catepsinas resultou em redugdes significativas no crescimento
tumoral primdrio e metastases pulmonares. Assim, a compensagao de catepsinas pela perda ou
inibicdo de outras pode ser considerada, como forma de busca do equilibrio proteolitico e
homeostase celular.

Portanto, entre tratamentos de 48 h, o Neq0780 foi o principal composto inibidor para
todas as catepsinas, enquanto o Neq1002 e o Neq1008, mesmo registrando percentual abaixo

do controle negativo, mostraram efeito inibitério inferior ao Neq0780. Para o tempo de 72h foi
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possivel observar um efeito inverso, estimulando a sintese das catepsinas B e L para os
tratamentos com Neql1002 e Neql008 acima do controle, enquanto a catepsina S foi pouco
expressa em todos os tratamentos, sendo desconsiderada para discussdo, podendo indicar
potencial efeito inibitério ou erro amostral se considerado sua baixa expressao também para o
controle negativo. Assim, entende-se que as cisteino proteases sdo indispensdveis para a
homeostase do microambiente tumoral da linhagem MDA-MB-231, envolvidas em muitos
processos de progressdo do cancer, principalmente devido seus potenciais efeitos metastaticos
e de degradacdo da matriz extracelular. A atividade destas proteases € regulada por interacdes
e comunicagdes, inclusive entre as proprias catepsinas. Assim, estudos do papel destas
proteases e de seus inibidores na progressio do cancer de mama sdo importantes alvos
terapéuticos para a busca de novos tratamentos eficazes contra o cincer e sua proliferacao

(EATEMADI et al, 2017).

Figura 22. Linhagem tumoral MDA-MB-231 apenas com meio de cultura nos tempos de 48h
(esquerda) e 72h (direita) registrando o crescimento celular ao longo do tempo, de modo que

sobrecarregue o ambiente da cultura devido ao tempo de incubagdo prolongado.

i 450N
PRI

bty
AN

Ambas as imagens foram registradas do mesmo pogo de uma placa de 96 pocos transparente, contendo
a linhagem celular MDA-MB-231 submersa apenas com meio de cultura e 0,5% de DMSO. Fonte:

Autoria prépria.
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Neste trabalho, foi realizada a triagem das quinze novas substancias derivadas do
composto Neq0780 em trés linhagens celulares, sendo duas de cancer de mama (MCF-7 e
MDA-MB-231) e uma linhagem nio tumoral (BALB/3T3 clone A31), sendo inédita a
identificacdo do perfil citotéxico do Neq0780 na linhagem MCF-7. Os resultados corroboraram
a ndo toxidez dos inibidores de cisteino protease, os quais ja vém sendo explorados pelo grupo
de pesquisa em outros trabalhos.

O ensaio de fechamento da risca (Wound Healing) pode ser realizado para a linhagem
de adenocarcinoma da mama (MDA-MB-231), mostrando atividade antimigratoria dos novos
inibidores. Aplicacdo da terapia combinada foi uma abordagem bem-sucedida, e revelou
sinergismo para todas as amostras testadas para a linhagem celular MDA-MB-231, com
destaque para o composto Neq1008, com deslocamento acentuado da curva para a esquerda
indicando elevada sinergia, com redu¢do do ICso em 15 vezes, além de reforcar o potencial
sinergismo com o Neq0780, previamente testado pela Dra. Talita Alvarenga Valdes, e também
pelo Neq1002. Para a linhagem controle, os resultados também foram satisfatérios, uma vez
que treze das quinze amostras foram antagonistas na combinacdo com o agente citotoxico,
destacando possiveis redugdes de efeitos colaterais nessas condi¢des. Além disso, € importante
destacar que todas as combinacgdes foram seletivas, com valores de ICso mais baixos para o
controle do que para a linhagem tumoral, representando maior poténcia nas células cancerosas.
Além disso, os resultados obtidos para a linhagem tumoral MCF7, mostraram pouca sinergia
entre os farmacos, resultando baixa seletividade para ambos os compostos.

No ensaio de ROS (Espécie Reativa de Oxigénio), realizado na linhagem tumoral triplo-
negativa MDA-MB-231, foi possivel avaliar que, com tratamento da combinag¢do dos
Neq0780+Dox, Neq1002+Dox e Neq1008+Dox, a producao de ROS foi mais potencializada
se comparada ao tratamento de Dox isolada, podendo este ser responsivel pela sinergia
encontrada na terapia combinada.

Por fim, no ensaio de Western Blot, foi possivel observar a inibicao da expressdo das
catepsinas B, L e S nos tratamentos com o Neq0780, Neql1002 e Neql008 se comparado a
porcentagem do controle negativo (somente meio de cultura e 0,5% de DMSO) para a linhagem
tumoral MDA-MB-231, refor¢ando a acdo inibitéria da expressao das catepsinas pelos novos
compostos sintetizados pelo grupo de pesquisa NEQUIMED, assim como registrado

anteriormente por outros membros do grupo.
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Como perspectiva, deverd ser realizado o ensaio de fechamento da risca e terapia
combinada com todos os novos compostos para a linhagem hormonio dependente MCF-7, além
de analisar o tipo de morte celular e a atividade autofdgica dos compostos mais promissores.
Ainda, a duplicata do ensaio de Western Blot deverd ser realizada para a confirmacdo dos
resultados obtidos, a fim de avaliar se houve ou ndo erro no manuseio laboratorial, além de
novas perspectivas a partir deste ensaio, como avaliar o potencial efeito de inibicdo da
expressao das catepsinas em terapia combinada. Avaliar também o efeito dos compostos sobre
as metaloproteases de matriz, j4 que estas possuem similaridade com o grupo das cisteino
proteases. Por fim, ensaios como PCR para avaliar a expressdo g€nica, experimentos de
zimografia ou uso de kits que avaliam por fluorescéncia ou absorbancia a degradacdo de

substratos especificos pelas metalo ou cisteino proteases podem ser aplicados.
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