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RESUMO

Stringhetta GR. Avaliacdo da atividade antitumoral e toxicidade in vitro de drogas
hibridas (2-arilquinazolinochalconas) em linhagens tumorais de mama. Dissertagao
(Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2024.

INTRODUGCAO: Apesar de seu sucesso inicial, grande parte das terapias-alvo enfrentam
desafios, principalmente relacionados ao desenvolvimento de resisténcia tumoral.
Assim, as moléculas hibridas tém sido destacadas por suas atividades antitumorais
sinérgicas, levando a menor resisténcia tumoral e superando as desvantagens de
combinag¢bes terapéuticas convencionais. Chalconas e quinazolinas sdo compostos com
promissora atividade antitumoral por meio da inibicdo de proteinas envolvidas na
sobrevivéncia e resisténcia celular. OBJETIVOS: Avaliar o potencial antitumoral e
toxicidade in vitro de moléculas hibridas inéditas de chalconas e quinazolinas.
METODOLOGIA: Quinze moléculas de 2-arilquinazolinochalcona (R1-R15) foram triadas
quanto a citotoxicidade em linhagens tumorais de mama em modelo 2D, utilizando os
protocolos de One e Five-Dose Screening, adaptados Instituto Nacional do Cancer. A
partir dos valore de ICso obtidos, foram calculados os indices de seletividade (IS) dos
compostos, usando linhagens celulares ndo tumorais como controle. Perfis de
citotoxicidade foram validados em cultura 3D, utilizando calceina e iodeto de propidio
(IP) como marcadores fluorescentes para viabilidade e morte celular, respectivamente.
Padrdes de morte celular e ciclo celular foram analisados por citometria de fluxo, e a
expressao de proteinas relacionadas a proliferacdo celular, morte celular e vias de
sinalizacdo do ciclo celular foi avaliada usando arrays comerciais de analise proteica e
western blotting. Os melhores compostos foram caracterizados quanto as suas
propriedades ADMET utilizando plataformas in silico. RESULTADOS: R2 e R14 mostraram
as maiores taxas de citotoxicidade e seletividade, com valores de ICsg inferiores a 5 uM
e elevada seletividade para a linhagem de cancer de mama triplo-negativo MDA-MB-
231. Em cultura 3D de esferoides, R2 e R14 levaram reducdo de viabilidade e aumento
de morte celular. Ambos os compostos levaram ao aumento de morte celular,
principalmente por ativagdo de via extrinsica, e a parada de ciclo celular em GO/G1,
possivelmente através do aumento da expressdo de p27 e subsequente reducdo dos
niveis de CDK2. Além disso, podem desencadear estresse oxidativo e danos no DNA,
como evidenciado por elevados niveis de ativacdo de H2AX, e comprometer as vias de
reparo de DNA mediadas por ATR e CHK1. CONCLUSAO: Considerando as limitacdes e
falhas frequentes dos tratamentos oncoldgicos existentes, e a necessidade continua do
desenvolvimento de novos agentes antitumorais, R2 e R14 surgem como candidatos
promissores, uma vez que seus mecanismos de acao diversificados podem ajudar a
superar os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas células tumorais.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de mama; triplo-negativo; hibridizacdo molecular; ciclo
celular; morte celular.



ABSTRACT

Stringhetta GR. Evaluation of antitumor activity and in vitro cytotoxicity of hybrid drugs
(2-arylguinazolinochalcones) in breast cancer cell lines. Dissertation (Master’s degree).
Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2024.

BACKGROUND: Despite their initial success, many targeted therapies face significant
challenges, primarily due to the development of tumor resistance. Hybrid molecules
have been highlighted for their synergistic antitumor activities, leading to reduced
tumor resistance and overcoming the disadvantages of conventional therapeutic
combinations. Chalcones and quinazolines are compounds with promising antitumor
activity through the inhibition of proteins involved in cell survival and resistance. AIM:
To evaluate the antitumor potential and in vitro cytotoxicity of novel quinazoline-
chalcone hybrids. METHODOLOGY: Fifteen 2-arylquinazolinochalcone molecules (R1-
R15) were screened for cytotoxicity against 2D breast cancer cell lines using One and
Five-Dose Screening protocols adapted from the National Cancer Institute. ICso values
were determined, and selectivity indexes (SI) were calculated using non-tumoral cell
lines as control. Cytotoxicity profiles were validated in 3D culture using calcein and
propidium iodide (PI) as fluorescent markers for viability and cell death, respectively.
Cell death and cell cycle patterns were analyzed via flow cytometry, and protein
expression related to cell proliferation, cell death, and cell cycle signaling pathways was
evaluated using commercial protein arrays and western blotting. RESULTS: Compounds
R2 and R14 exhibited the highest cytotoxicity and selectivity rates, with ICso values below
5 uM and high selectivity for the triple-negative breast cancer cell line MDA-MB-231. In
3D spheroid culture, R2 and R14 decreased viability and increased cell death. Both
compounds induced cell death primarily through the extrinsic pathway and caused cell
cycle arrest in GO/G1, possibly through increased expression of p27 and subsequent
reduction in CDK2 levels. Additionally, they may trigger oxidative stress and DNA
damage, as evidenced by elevated levels of H2AX activation, and compromise DNA
repair pathways mediated by ATR and CHK1. Despite high hydrophobicity values, in silico
results showed that both compounds have good absorption and distribution
parameters, with a low probability of blood-brain barrier penetration. CONCLUSION:
Given the limitations and frequent failures of existing oncological treatments, and the
ongoing need for the development of new antitumor agents, R2 and R14 emerge as
promising candidates, once their diverse mechanisms of action could potentially help
overcome the resistance mechanisms developed by tumor cells.

KEY-WORDS: breast cancer; triple-negative; molecular hybridization; cell cycle; cell
death.
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1 INTRODUGAO

1.1 Desafios do tratamento oncolégico

Dada a reconhecida necessidade de novos medicamentos oncoldgicos, grandes
empresas farmacéuticas e de biotecnologia dedicaram esforgos intensos nos ultimos
anos na busca e desenvolvimentos de novas moléculas. No entanto, apenas algumas
terapias foram aprovadas nas Ultimas décadas, e o desenvolvimento de medicamentos
para oncologia continua sendo um grande desafiol. Uma estimativa aponta que de 529
moléculas envolvidas em fases pré-clinicas entre os anos de 2004 e 2005, apenas 45
receberam alguma aprovacado de uso oncoldgico até o ano de 2013. Esta andlise mostra
que 7,5% dos medicamentos oncoldgicos que entraram em fase | conseguem finalmente
ser aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA)?.

Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia é considerado o ponto fraco das
terapias oncoldgicas atuais, sendo caracterizado pela falha ou inefetividade de um
agente terapéutico. Entre os mecanismos associados a resisténcia podemos destacar o
papel exercido por fatores ligados ao individuo, como por exemplo ma absorcao, rapido
metabolismo e excrecdo do principio ativo, e até mesmo baixos niveis de tolerancia
quando se faz necessério uso de doses reduzidas3. Embora o cancer possa ser tratado
por cirurgia, radiacdo, terapia bioldgica, terapia hormonal, terapia fotodindmica (TFD),
guimioterapia e imunoterapia, as estratégias combinatérias devem ser consideradas no
tratamento oncoldgico devido a complexidade da biologia do tumor e comunicacao
cruzada entre as diferentes vias de sinalizacdo no ambiente intratumoral®. Usando como
exemplo de combinacao terapéutica eficiente o uso da TFD e luz para causar dano
seletivo ao tecido alvo, que tem sido usada para canceres acessiveis a luz>. Outro fato
importante no desenvolvimento de resisténcia as terapias oncoldgicas sdo os perfis de
heterogeneidade tumoral, que exercem uma selecdo poderosa sobre os tratamentos
oncolégicos. Neste contexto cada célula tumoral pode ser atingida pela ativacdao de
oncogéneses distintos e inativacdao de diferentes supressores tumorais, onde embora
clonalmente derivados, cada cancer exibe uma enorme variedade celular que pode ser
afetada de maneiras diferentes pelas terapias utilizadas®.

O pipeline de descoberta e desenvolvimento de drogas convencionais tem

quatro componentes principais: identificacio de alvo, descoberta de pistas,



desenvolvimento pré-clinico e desenvolvimento clinico’. Um programa de descoberta
de drogas é iniciado apds pesquisar a inibicdo ou ativagdo de uma proteina ou via e
explicar o efeito terapéutico potencial. Isso leva a selecdo de um alvo bioldgico, muitas
vezes exigindo uma validagdo extensiva antes da fase de descoberta do medicamento
principal. Esta fase envolve a busca por uma pequena molécula viavel semelhante a um
farmaco ou terapia bioldgica, denominada “candidata”. O medicamento candidato
progredird para o desenvolvimento pré-clinico e, se for bem-sucedido, para o
desenvolvimento clinico. Um estudo recente concluiu que o tempo médio de
desenvolvimento de um agente antineoplasico, incluindo todas as etapas que se iniciam
com a triagem de novas moléculas e as abordagens experimentais clinicas, é de 8,9 anos
para cancer de mama; 6,7 anos para cancer colorretal e 6,6 anos para cancer de pulmao
de células n3o pequenas®. Entre os fatores que influenciam, podemos listar a falha do
desenho do estudo nas etapas iniciais que poderiam selecionar medicamentos com

maior probabilidade de sucesso em fases futuras de desenvolvimento®.

1.2 Derivados de chalconas

As chalconas sdo cetonas aromaticas de ocorréncia natural, consideradas um dos
primeiros compostos de origem vegetal isolados, e possuem uma estrutura formada por
dois anéis aromaticos conectados por um sistema de carbonil insaturado de trés
carbonos. Quimicamente as chalconas ou 1,3-difenil-2-propen-1-ona, como podem ser
chamadas, sdo definidas como cetonas af-insaturadas, onde se liga tanto na carbonila
guanto na porgao olefinica dos grupamentos aromaticos, comumente chamados de anel

A anel B (Figura 1).

Figura 1. Estrutura molecular de uma chalcona.

Na natureza, as chalconas sdo precursores de moléculas como os flavonoides, e

possuem naturalmente cor amarelada, podendo ser isolados de vérias partes vegetais,



tendo sido isoladas pela primeira vez em 1800°. Entretanto, as chalconas foram
sintetizadas em laboratdrios pela primeira vez em 1910°, e desde entdo o potencial
biolégico da molécula vem sendo explorado em vdrios contextos de pesquisa. Embora
tenha uma estrutura relativamente simples, possuem atividades farmacolégicas como
potencial inibitério das enzimas a-amilase e a-glicosidase, comprovado em modelos in
vitro e in vivo!®!; inibicdo da resposta inflamatdria, através da inibicido de
ciclooxigenase (COX- 1 e COX-2)!?; atividade antimicrobiana contra organismos
multirresistentes!3, antifingical# e antiparasitaria, especificamente antileishmanial®>.
Recentemente, a atividade antineoplasica das chalconas ganhou destaques e alguns dos
seus mecanismos alvos se tornaram conhecidos. Alguns estudos demonstram que as
chalconas sintéticas podem ter um efeito inibidor de HSP90 (heat-shock proteins 90)'6,
induzir significativamente a parada do ciclo celular de linhagens tumorais de mama,
além de reverter o fendtipo de transicdo epitélio mesenquimal neste mesmo tipo
tumoral'’. Um estudo recente mostrou que diferentes derivados de chalconas sintéticas
foram selecionados e testados quanto ao seu efeito nainibicdao de histonas desacetilases
(HDACs) de linhagens tumorais de mama. Os resultados indicam que a estrutura das
chalconas pode desempenhar um papel importante no controle da proliferagcdao destas
células, principalmente nas linhagens triplo negativas com mutacdes epigenéticas ja
conhecidas!®. Além disso uma investigacdo in vitro e in vivo demonstrou a alta
seletividade de uma chalcona e sua atuacdo nos mecanismos de migracdo, invasao e
regulacdo de marcadores de transicdo epitélio mesenquimal de células tumorais de
esdfago®®.

Baseado nestas evidéncias acreditamos que as chalconas podem servir como
protétipos para o desenvolvimento de novas biomoléculas, possibilitando a analise das
relacGes estrutura-atividade, assim como permitindo ligeiras modificacbes em seu

esqueleto com intuito de torna-los menos téxicos e mais eficazes.

1.3 Derivados de quinazolinas

Sintetizadas pela primeira vez em 1869, as quinazolinas sdo compostos formados
por uma estrutura de anel duplo que contém um sistema de anel de benzeno fundido a

pirimidina em dois 4tomos de carbono adjacentes (Figura 2).



Figura 2. Estrutura molecular de uma quinazolina.

As quinazolinas e seus derivados representam uma classe importante de
compostos, pois possuem uma ampla gama de atividades farmacoldgicas ja descritas
como  analgésica?®, antioxidante,  anti-inflamatdria?!,  anti-convulsivante??,
antibacteriana?3, antiviral e anticincer?*. Os efeitos bioldgicos das quinazolinas no
contexto oncoldgico sdo descritos da seguinte forma: a) capacidade de inibicdo de
receptores tirosina quinases como por exemplo, os derivados de quinazolinas com
capacidade de inibir o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) que se
encontra super ativado em varios tumores sélidos; b) atividade de inibicdo de tubulinas;
c) inducdo de apoptose; d) inibicdo da via de sinalizagdo PI3K/AKT; e) inibicdo dos
transportadores da familia ATP-binding cassette (ABC) para superar a multirresisténcia
de tumores.

Existem inumeros compostos baseados em quinazolinas apresentados na
literatura cientifica, e isso deve-se a sua sintese relativamente simples, e as altas
expectativas quanto a suas atividades biolégicas ainda desconhecidas®. Entre todos os
alvos mencionados acima com capacidade antitumoral de quinazolinas e seus derivados,
os inibidores do receptor de tirosina quinases (RTK), principalmente os inibidores de
EGFR, receberam os maiores créditos nos ultimos anos. Em razdo da ativacdo,
superexpressao ou mutacdes do EGFR, uma histéria de sucesso se desenhou com a
aprovacdo de uso do inibidor de EGFR de 12 e 22 geracdo como gefitinib e afatinib,
ambos derivados das quinazolinas, para o tratamento de adenocarcinomas de pulmao

(EGFR mutantes)?®.

1.4 Conceito de terapias combinadas (hibridas) e potencial antitumoral

Com a descoberta de oncogenes e genes supressores de tumores nas décadas
de 1970 e 1980, e a consequente elucidacdo das vias de transducdo de sinais celulares,

foi desenvolvido um novo conceito aplicado a terapia oncoldgica: o uso de moléculas de



baixo peso molecular, que tém como alvos mutagdes e fatores especificos que levam a
progressao de cada tipo tumoral. Assim, em 2001, surge o farmaco Imatinib como a
primeira terapia-alvo utilizada no tratamento oncoldgico, direcionado a leucemia
mieloide crénica, por meio da inibi¢cdo da proteina mutante BCR-ABL?.

Ainda assim, durante uso clinico, grande parte das terapias-alvo antitumorais
enfrentam desafios relacionados ao desenvolvimento de resisténcia tumoral, que pode
estar associada a diferentes mecanismos, incluindo mutagdes genéticas ou epigenéticas,
amplificacdes, efluxo de drogas, desregulacdo do processo apoptoético, entre outros?®,
Com isso, surge o conceito de polifarmacologia, a principio em forma de combinacdes
terapéuticas, como coquetéis de farmacos ou farmacos multicomponentes. No entanto,
tais abordagens terapéuticas ainda enfrentam desvantagens, principalmente em
relacdo a possivel toxidade e interagdo medicamentosa dos componentes dessas
combinagbes, além de diferentes niveis de solubilidade, biodisponibilidade e
caracteristicas farmacocinéticas de cada farmaco, podendo levar a desfechos clinicos
desfavoraveis®.

Assim, surge o conceito de drogas hibridas, que consiste na unido de duas
moléculas com diferentes atividades bioldgicas em uma Unica molécula, que pode
atingir diferentes alvos moleculares ao mesmo tempo, e podem ser obtidas As
moléculas hibridas podem ser obtidas tanto por meio da unido de drogas inteiras quanto
pela juncdo de porgdes farmacofdricas dessas moléculas, através de um desenho
racional baseado no reconhecimento de subunidades ativas que mantém caracteristicas
pré-selecionadas de suas estruturas originas. A hibridizacao é entado obtida através de
metodologias de fusdo direta, sobreposicdao das moléculas, ou por meio do auxilio de
um conector ou “spacer”, responsavel pela ligacdo entre as duas moléculas 8.

O desenho de drogas hibridas esta em constante evolucdo e demonstra avancos
para a descoberta de drogas anticancer inovadoras e potentes. Um recente estudo
demonstrou que um hibrido de chalconas e quinazolinas apresentou atividade
antitumoral contra as linhagens tumorais de gliomas (ICso 3,75 e 0,72 pg/mL) L929 e
U87-MG, além de inibir proteinas associadas ao controle do ciclo celular, como a
proteina p213°. Em seguida, ensaios in vivo deste mesmo grupo, mostraram que apds a
injecdo de 30 mg/kg do composto hibrido, houve uma significativa redugdo no tamanho

e peso dos tumores dos animais. A sintese e incorporacdo das duas moléculas pode



interferir no efeito antitumoral, e de acordo com um amplo estudo de revisdo, que
abrange o efeito destas moléculas hibridas, a posicao do grupamento carbonil interfere
na poténcia de acdo das mesmas3!. Adicionalmente, o efeito de algumas moléculas
hibridas demonstrou uma poténcia ainda maior que terapias convencionais, como 5-
fluorouracil®*2. Com foco nos mecanismos de acdo destas moléculas hibridas, um estudo
demonstrou um conjunto de alteragdes moleculares obtidos apds o tratamento das
linhagens celulares tumorais Mia-Paca-2 e Panc-1 (pancreas), A549 (pulmao), MCF7
(mama), PC-3 (prostata) e HCT116 (intestino). Entre eles, podemos destacar a indugdo a
apoptose, aumento da populacdo de células na fase sub- GO, inibicdo da sinalizacdo da
via PI3K/AKT e reducdo da razdo entre as proteinas pro e antiapoptdticas Bcl-2 e Bax33.
Considerando a atividade antitumoral das chalconas e quinazolinas, a hibridizacdo
destas duas moléculas pode representar uma oportunidade para desenvolver novos

agentes com acao em células tumorais.



2 JUSTIFICATIVA

Embora as terapias atuais apresentem resultados positivos no tratamento
oncolégico, os mecanismos pelos quais os tipos de cancer escapam ao tratamento ainda
sao desafiadores incentivando a busca por novas moléculas terapéuticas. Neste
contexto, o conceito de moléculas hibridas representa uma estratégia em potencial para
o tratamento oncoldgico, uma vez que podem agir em diferentes alvos, de forma
seletiva, driblando mecanismos de resisténcia das células tumorais. Moléculas de
chalconas e quinazolinas vém sido conhecidas na literatura como promissoras
candidatas a compostos antitumorais, e, portanto, apds a sintese e obtencdo de
moléculas hibridas inéditas de chalconas e quinazolinas apresentadas nesta proposta,

justifica-se a avaliacdo da atividade antitumoral e toxicidade in vitro dessas moléculas.



3 OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral e toxicidade in vitro de moléculas hibridas

inéditas de chalconas e quinazolinas.

3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar os compostos através da busca por similaridade em bancos de
dados in silico;

- Triar e identificar as melhores moléculas em culturas de célula 2D, utilizando o
protocolo adaptado de One Dose Screening do National Cancer Institute (NCI)3%;

- Caracterizar os parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e alvos
moleculares das melhores moléculas usando preditores in silico ADMETLab e
SwissADME;

- Estabelecer os niveis de citotoxicidade (ICsp) e seletividade das melhores
moléculas em linhagens tumorais (2D);

- Avaliar e classificar a atividade citotéxica das melhores moléculas em
combinacgdes terapéuticas como sinérgicas, aditivas ou antagonicas.

- Investigar a influéncia das melhores moléculas hibridas na regulacao de morte e
ciclo celular por meio de citometria de fluxo;

- Avaliar o efeito bioldgico do tratamento das melhores moléculas hibridas na
modulacdo das principais vias de proliferacdo e morte celular por arranjos
proteicos;

- Validar os resultados obtidos nas analises de interferéncia dos processos de
morte, ciclo e proliferacdo celular por meio da analise do conteudo das principais
proteinas envolvidas nestes processos por western blotting;

- Avaliar a influéncia das melhores moléculas nos processos de migracao celular;

- Avaliar a reprodutibilidade dos resultados obtidos em cultura tridimensional 3D

de esferoides.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliagao in silico e busca de potenciais alvos dos compostos hibridos

Para direcionamento e desenho do projeto foi realizada uma avaliagao in silico
usando a plataforma Cortellis™ Drug Discovery Intelligence (CDDI) da Clarivate™. A
ferramenta foi utilizada para busca e caracterizagao de estruturas idénticas ou similares
aos compostos sintetizados propostos neste projeto. Essa plataforma dispde de dados
quimicos, biolégicos e farmacoldgicos de quase 600 mil farmacos e potenciais farmacos,
curados manualmente para o suporte a pesquisa na descoberta de novas drogas. A
partir do composto de menor massa molecular (EB367), foi realizada uma busca por
similaridade utilizando indice de Tanimoto no nivel de 80%. Os resultados desta
caracterizagao in silico inicial direcionaram a escolha das linhagens tumorais de mama,
bem como o desenho experimental associados a este projeto, tendo como ponto inicial

da triagem das moléculas hibridas candidatas.

4.2 Linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens de cancer de mama MDA-MB-231 e BT-20 (triplo
negativas), T-47D e MCF-7 (Luminal A), BT-474 (Luminal B) e SKBR3 (Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2 - HER2 - superexpresso) e as linhagens ndo tumorais HFF-1
(linhagem fibroblastica ndo tumoral) e HaCat (Queratinécito ndo tumoral), armazenadas
no Banco de Células do Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular (CPOM) do Hospital
de Amor, gentilmente cedidas pelo Dr. Rui M. Reis. De maneira geral, as células sao
cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10%
SFB (Soro Fetal Bovino - Gibco) e 1% de P/S (Penicilina/streptomicina) em frascos de
cultura e incubadas a 37 °C, 5% de CO; e 90% de umidade, até atingirem confluéncia.
Apds confluéncia, as células sdo tripsinizadas, plagueadas e mantidas nas condi¢des
acima descritas para os estudos de caracterizacdo bioldgica e de resposta terapéutica.
Para evitar a identificacdo incorreta e/ou contaminagdo cruzada, as linhagens celulares
foram autenticadas por andlise de STR34. Aliquotas do cultivo foram regularmente
testadas para contaminagcdo por micoplasma utilizando o MycoAlertTM PLUS

Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Walkersville, MD, EUA).
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4.3 Obtencgao das moléculas hibridas

As moléculas hibridas de 2-Arilquinazolino-chalconas, aqui referidas como
moléculas “R” (R1 — R15), foram desenvolvidas pela equipe do Laboratdrio de Sintese
Organicas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob responsabilidade
do Dr. Dennis Russowsky que possui uma parceria colaborativa com os pesquisadores
do Hospital de Cancer de Barretos. Aproximadamente 5-6 mg de cada um dos
compostos liofilizado foram encaminhados ao CPOM, para futuras diluicdes conforme o
protocolo estabelecido neste estudo. As diluicbes padrdes serdo realizadas em
Dimetilsuféxido (DMSO), de acordo com o peso molecular (Tabela 1) a fim de se obter

uma solucdo estoque inicial de 10 mM.

Tabela 1. Identificacdo e caracteristicas quimicas das moléculas hibridas (2-Arilquinazolino-
chalconas).

Cadigo Estrutura molecular Massa Molar (g/mol) Massa (mg)
POV S
RQCO1 8 o 427,50 6,0
N/)\©
L L
RQCO2 SN © 457,52 5,7
ol
OMe
WL
RQCO3 @N 0 487,55 6,0
/)\@EOMe
N
OMe
HN
RQCO4 SN °© 461,94 6,0
L
Cl
HN
RQCO5 S 0 441,52 5,3
O
HN
RQCO6 N © 471,55 5,8
L
OMe
HN
RQCO7 N © 475,97 5,8
L
Cl




Tabela 1 (Continuagao).

Arilquinazolino-chalconas).
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Identificacdo e caracteristicas quimicas das moléculas hibridas (2-

N
dw

RQCO8 457,52 6,4

RQCO9 *@ 487,55 5,2

RQC10 517,57 5,7

RQC11 *@ 491,97 5,9
OMe

RQC12 ©\A 487,55 5,8
OMe

RQC13 m 517,57 5,4
OMe

RQC14 547,60 5,8
OMe

RQC15 m 521,99 5,5

4.4 One dose screening e sele¢dao das melhores moléculas

Para triagem e selecdo das melhores moléculas, foi utilizado o protocolo One-

Dose Screening®? adaptado do National Cancer Institute (NCI) em cultura de células 2D,

utilizando as linhagens tumorais MDA-MB-231, T-47D, BT-474 e a linhagem ndo-tumoral

HFF-1. As células foram semeadas em placas de 96 pogos a 10.000 células/poco em meio

de cultura, com volume final de 100 pL. Apds a adesdo e formagcdo de monocamadas, as

células foram tratadas com os compostos na concentracdo de 10 uM em quadruplicatas.

Para os controles negativos, foi adicionado DMSO a 1%. Apds 72h de tratamento, a

citotoxicidade dos compostos foi avaliada por meio do ensaio da Sulforrodamina B
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(SRB). As células foram fixadas com 100 pL de Acido Tricloroacético 10% (TCA) a 4 °C por
1 hora e entao lavadas cinco vezes com agua corrente. Apds completa secagem foram
adicionados 50 pL do corante SRB 0,04%, preparado em dacido acético 1%, e as placas
foram incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos. O excesso de corante foi
removido com 4acido acético 1% seguido de secagem completa das placas e adicdo de
tampao Tris Base 10 mM para solubilizagao do corante ligado as proteinas de membrana
das células fixadas. As placas foram entdo submetidas a agitacdo por 5 minutos e lidas a
565 nm em leitor de microplaca (Varioskan — Thermo Cientific).

As moléculas responsdveis por inibirem mais de 50% da viabilidade celular de
trés linhagens tumorais de mama utilizadas (uma de cada subtipo molecular), mas que
ndo exercerem o mesmo efeito na linhagem saudavel (HFF-1), foram selecionadas para

as préximas etapas do projeto.

4.5 Avaliagao in silico dos parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos (ADMET)

Para avaliagao in silico dos parametros de absorc¢ao, distribuicdao, metabolismo,
excrecgao e toxicidade foram usadas as plataformas ADMETLab e SwissADME. Ambas sao
compostas de modelos matematicos preditores capazes de avaliar as caracteristicas
toxicolégicas e cinéticas de moléculas a partir de sua sequéncia SMILE. Estes ensaios in
silico tem capacidade de prever a predisposicao a reagdes idiossincraticas, formacao de
metabdlitos reativos e antecipar a exposicdo da substancia em humanos. Os parametros
ADMET foram interpretados e compilados para determinagado das propriedades como
por exemplo: pKa, solubilidade, estabilidade quimica, lipofilicidade, capacidade de
interacdo com o sistema oxidativo Citocromo P450 e afinidade de ligacdo as proteinas
plasmaticas. A partir dos parametros fisico-quimicos previstos, foi possivel realizar o
calculo do score de Druglikeness para as melhores moléculas, baseado na regra dos 5 de
Lipinski 3¢, que leva em consideracdes os fatores: peso molecular (< 500), LogP (< 5),
numero de doadores de Hidrogénio (< 10) e niUmero de receptores de Hidrogénio (< 5).
Sao consideradas como moléculas passiveis de boa biodisponibilidade oral aquelas que

apresentarem pelo menos dois destes parametros dentro dos valores esperados.
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4.6 Calculos dos valores de ICsp e indice de seletividade (IS)

Para obtencdo dos valores de ICso das melhores moléculas, foi utilizado o
protocolo do Five-Dose Screening adaptado do NCI . Nesta etapa, foram utilizadas as
linhagens tumorais MDA-MB-231, BT-20, T-47D, MCF-7, BT-474 e SKBR3 e as linhagens
nao tumorais HFF-1 e HaCat. As células foram semeadas em placas de 96 pogos numa
densidade de 10.000 células/pogo em meio de cultura, com volume final de 100 pL. Apds
a adesao e formagdo de monocamadas, as células foram tratadas com os compostos em
concentracdes de 0 a 35 uM em triplicatas. Para controles positivos foram estabelecidas
curvas dose-resposta para os quimioterapicos 5-FU (concentracdes de 0 a 35 uM),
cisplatina (concentracdes de 0 a 50 uM) e paclitaxel (concentracdes de 0 a 0,05 uM).
Para os controles negativos foi adicionado DMSO a 1%. Apds 72h de tratamento, a
citotoxicidade dos compostos foi avaliada por meio do ensaio SRB, como descrito
previamente. Posteriormente, foram calculados os indices de seletividade (IS) dos
compostos testados por meio da divisdao do ICsp das linhagens ndo tumorais pelo ICsp de
cada linhagem tumoral. Serdo considerados seletivos compostos com indices de

seletividade igual ou superior a 2, de acordo com Suffness e Pezzuto, 1991%7,

4.7 Analise de morte e ciclo celular por citometria de fluxo

Para as andlises de morte e ciclo celular, a linhagem MDA-MB-231 foi tratada
com os melhores compostos na concentragdo de 5uM (menor concentragdo que
abrange os valores de ICsp obtidos para as melhores moléculas selecionadas) nos tempos
de 24, 48 e 72 horas de tratamento, utilizando como controle positivo o 5-FU (na mesma
concentragdo) e DMSO 1% como controle negativo. Posteriormente, as células foram
submetidas a marcacdo com anexina V (marcador de morte celular inicial) e com 7-AAD
(marcador de morte celular tardia) utilizando o kit comercial Annexin V- FITC Apoptosis
Detection Kit | (BD Biosciences) conforme as recomendac¢des do fabricante. Para avaliar
a interferéncia no ciclo celular, apds 72 horas de tratamento, as células foram incubadas,
com IP (iodeto de propidio — FITC) utilizando o kit comercial Cycle Test Plus (BD
Biosciences) conforme as instrucdes do fabricante. A aquisicdo dos dados foi realizada
no citbmetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences) e analisada com o programa BD

Accuri C6 (BD Biosciences).



14

4.8 Analise das vias de proliferagao e morte celular alteradas

A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em garrafas de cultura T25 e ao atingir
90% da confluéncia foi tratada com os melhores compostos a 5 uM e DMSO 1% por 24
horas. Logo em seguida o meio foi desprezado e as células lisadas com o tampao de
acordo com as instrugdes do fabricante. O conteldo proteico de cada garrafa foi
quantificado pelo método de Bradford e foram utilizados 750 — 1000 ug de proteina nas
sucessivas etapas do ensaio. Apds a obtengdo do conteudo proteico foram
caracterizadas a influéncia dos compostos sobre as principais vias de sinalizacao
utilizando arranjos proteicos pelo método Proteome Profiler Human phopho-RTK Array,
Human phopho-MAPK array e Proteome Profiler Human Apoptosis Array (R&D Systems)
conforme a descricdo do fabricante. Os resultados foram detectados por
quimioluminescéncia ECL e fotodocumentadas na plataforma Image Quant LAS

4000mini (GE, Health Science).

4.9 Ensaio cellevent™ caspase-3/7

Para o ensaio de detec¢do das formas ativadas das caspases 3/7, a linhagem
MDA-MB-231 foi plaqueada numa densidade de 10.000 células/pogo (em triplicatas) em
placas de 96 pocos escuras com fundo transparente. As células foram tratadas com os
compostos R2 e R14 a 5 uM durante o periodo de 12 horas, sendo adicionado 1% de
DMSO em pogos referentes ao controle negativo. Foi entdao realizado o ensaio
CellEvent™ Caspase-3/7 de acordo com as instru¢des do fabricante. Por meio dos
reagentes utilizados, foi possivel a obtencdo de substratos fluorogénicos subsequentes
a ativacdo das Caspases 3/7, que foram possiveis de serem observados e fotografados
em microscépio de fluorescéncia invertido, utilizando o filtro FITC. A analise de
intensidade de fluorescéncia obtida para cada condi¢do de tratamento foi realizada por

meio da plataforma Imagel.

4.10 Ensaio ROS-GLO™ H,0;

Para o ensaio de detec¢do de H,03, a linhagem MDA-MB-231 foi plagueada numa
densidade de 10.000 células/poco (em triplicatas) em placas de 96 pocos escuras com
fundo transparente. As células foram tratadas com os compostos R2 e R14 a 5 uM

durante o periodo de 24 horas. Nos pocos referentes aos controles negativos foi
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adicionado DMSO 1%. Foi entdo realizado ensaio de detecg¢ao de ROS utilizando o kit
comercial ROS-GLO™H,0, de acordo com as instru¢des do fabricante. O H,0, produzido
pelas células foi detectado por luminescéncia em leitor de microplaca (Varioskan —

Thermo Cientific).

4.11 Validagao dos resultados por western blotting

A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em garrafas de cultura T25 e ao atingir
90% da confluéncia foi tratada com os melhores compostos e 5-FU a 5 uM, e DMSO 1%
por 24 e 48 horas. Para andlise de proteinas das vias das MAP Quinases, as células foram
deixadas em meio 0% SFB por duas horas, para privagao de nutrientes. As células em
seguida foram tratadas com os compostos durante o periodo de duas horas, e
posteriormente estimuladas com a adicdo de Fator de Crescimento Epidermal (EGF)
10ng/mL por 15 minutos.

Apds o periodo de tratamento, o meio foi desprezado e as células lisadas por
meio de tampdo de lise contendo inibidores de protease (metaloprotease,
fenilmetanosulfonila, leupeptina, aprotinina e pepstatina). O conteldo proteico de cada
garrafa foi quantificado pelo método de Bradford e foram utilizados entre 20 e 35 pg de
proteinas para este ensaio. As proteinas, diluidas em tampdo laemmli, foram
submetidas a eletroforese em géis de 10, 12 e 15% de poliacrilamida, utilizando kits
comerciais de Tris-Glycine eXtended (TGX™) FastCast™ (Bio-Rad), durante 120 minutos
a 90mV. As proteinas foram entao transferidas para membranas de nitrocelulose por
meio de um sistema semi-seco de transferéncia durante 4 horas a 70mA.

Em seguida, as membranas foram bloqueadas por 1 hora em leite Molico diluido
em TBS-Tween (5%) e as proteinas-alvo foram detectadas por incubagdo overnight a 42C
com anticorpos primarios diluidos em BSA (1:1000), adquiridos comercialmente pela
empresa Cell Signalling Technology (CST): Thymidine Kinase 1 E2H7Z (#28755); Geminin
E5Q9S (#52508); Cyclin D1 92G2 (#2926); CDK6 DCS83 (#3136); CDK2 78B2 (#2546); p27
D69C12 (#3686); p21 Wafl/Cipl 12D1 (#2947); phospho-p53 (Serl5) 16G8 (#9286);
phospho-AKT C31E5SE (#2965); Akt (pan) C67E7 (#4691); phospho-SAPK/JNK 81E11
(#4668); INK/SAPK (#9252); phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (#4370); p44/42 MAPK
(Erk1/2) 137F5 (#4695); Caspase-8 1C12 (#9746); Caspase-9 (#9502); phospho-Histone



16

H2A.X (Ser139) 20E3 (#9718); phospho-ATM (Ser1981) D6H9 (#5883); phospho-ATR
(Serd28) #2853; phospho-Chk1 (Ser345) 133D3 (#2348); 3-Actin 8H10D10 (#3700).
Posteriormente as membranas foram incubadas por 2 horas em temperatura
ambiente com anticorpos secunddrios anti-mouse (Anti-mouse |gG, HRP-linked Antibody
#7076) ou anti-rabbit (Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody #7074) diluidos em leite
Molico (1:5000), previamente diluidos em TBST. A reacgao foi entdo quantificada por
Quimioluminescéncia ECL e fotodocumentadas na plataforma Image Quant LAS
4000mini (GE, Health Science). A B-actina foi utilizada como controle endégeno. Os

resultados foram quantificados com auxilio da plataforma ImageJ.

4.12 Migragao

O nivel de migracao celular foi analisado por meio do ensaio de migracao
transwell. Neste ensaio a linhagem MDA-MB-231 foi semeada em insertos transwell
numa densidade de 1,5 x 10° células/inserto em um volume final de 500 uL de meio
DMEM (0% SFB), contendo os respectivos tratamentos (DMSO 1% e melhores
compostos na concentracdo de 5uM) em duplicatas. Os insertos sdo inseridos em pocos
de placa de 24 pogos contendo 750 puL de meio DMEM (10% SFB), e apds 24 horas de
tratamento os insertos foram retirados, incubados em DPBS (5 minutos) e fixados com
metanol (5 minutos). Células da parte superior dos insertos foram entdo removidas com
auxilio de cotonetes, e as células fixadas na parte inferior dos insertos foram coradas
com hematoxilina (15 minutos) e eosina (15 minutos). As membranas dos insertos com
as células fixadas foram entdo analisadas em microscépio dptico na objetiva de 10x e

foram fotografadas para quantificacdo utilizando a plataforma ImageJ.

4.13 Validagao dos resultados modelos de cultura tumoral 3D

Para estabelecimento de uma cultura de esferoides foram utilizados
micromoldes obtidos comercialmente (Bioedtech) para formacdo de gel de agarose em
micropog¢os. Os micromoldes possibilitam a formacdo de 216 esferoides por poco, em
placa de 12 pocos. Na placa de 12 pocos foram aliquotados 500 pL de agarose diluida
em DPBS (2%). Apds incubagdo de 15 minutos em temperatura ambiente para
solidificacdo do gel, foram aliquotados de 350 a 400 plL de agarose nos pogos, onde 0s

micromoldes foram entdo inseridos e incubados por meia hora. Apds a retirada dos
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micromoldes, os micropogos de agarose formados foram lavados 3x com meio DMEM
por 15 minutos e a placa incubada em luz UV, durante meia hora, para esterilizagdo. As
células das linhagens T-47D, BT-474, MDA-MB-231 foram entdo semeadas em uma
densidade de 5x10° células por pogco em um volume final de 1mL de meio DMEM (10%
SFB) e incubadas por 24 horas para sedimentacao das células e formacao dos esferoides.
Apds incubacdo, os esferoides foram entdo tratados com os compostos em
concentrac¢des de 25uM (doses 5x mais concentradas que a dose utilizada nos ensaios
2D) em volume final de 1mL de DMEM (0,5% SFB). Nos pogos referentes aos controles
negativos foi adicionado DMSO 1%. Para andlise de viabilidade celular os esferoides
foram incubados com calceina (1 pug/mL) durante 5 horas e com lodeto de Propidio (IP)
(0,5 pg/mL) por 15 minutos, em um volume final de 500 puL de DPBS, e fotografados em
microscopio de fluorescéncia utilizando os filtros FITC e Texas Red. A analise de
intensidade de fluorescéncia dos esferoides foi entdo realizada por meio das

plataformas Fili e Imagel.

4.14 Forma de analise dos resultados

Os parametros de ADMET (absorc¢do, distribuicdo metabolismo, excrecdo e
toxicidade) serdo analisados de acordo com os descritores da plataforma ADMETIab e
SwissADME, logo apds a inclusao da sequéncia SMILE de cada molécula hibrida dentro
das plataformas.

As analises dos experimentos in vitro serao realizadas em triplicata bioldgica e
experimental. Para as comparagdes simples entre as diferentes situacdes estudadas
serdo utilizados os testes T de student, e as diferencas entre os grupos serdo testadas
utilizando as andlises de variancia ANOVA de uma e duas vias, seguidas do pds-teste de
Dunnet. Todas as analises estatisticas serdo realizadas utilizando-se o software

GraphPadPrism versao 8.

4.15 Aspectos éticos

Por se tratar de um conjunto de experimentagdes in vitro que utilizara linhagens
celulares imortalizadas, onde nenhum material e tdo pouco algum tratamento sera
oferecido aos pacientes, o projeto ndo sera submetido ao comité de ética em pesquisa

desta instituicdo. Todas as etapas do projeto seguirdo as normas de boas praticas
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laboratoriais do CPOM, que consiste em um curso oferecido aos alunos ingressantes

na instituicdo com carga hordaria de 2 horas.
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5 RESULTADOS

5.1 Busca por similaridade in silico

A busca de similaridade in silico na plataforma CDDI localizou os compostos
950382 e 945037 com similaridades de 83,94 e 81,55%, respectivamente, ao composto
de menor massa molecular (EB367). Ambos os compostos também s3do derivados de
chalcona e quinazolina, indicados como inibidores da proteina de resisténcia ao cancer
de mama (BCRP — Breast Cancer Resistance Protein; ABCG2 - ATP-Binding Cassette
Subfamily G Member 2), caracteristica que direcionou a selecdo de linhagens tumorais
de mama para o seguimento deste projeto. Nesta analise inicial ndo foram encontrados
compostos idénticos, ensaios clinicos ou patentes associadas a este nivel de

similaridade.

5.2 One-dose screening

Apds o tratamento com 15 diferentes moléculas da classe 2-arilquinazolino-
chalconas a 10 uM durante o periodo de 72 horas, foram determinadas as porcentagens
de viabilidade celular das linhagens tumorais MDA-MB-231 (triplo negativa), T-47D
(luminal A), BT-474 (luminal B) e da linhagem ndo tumoral HFF-1, para cada composto.

Como controle negativo foi utilizado DMSO a 1% (Figura 3).

P PP C PP IIYPITe

Ve

Figura 3. Graficos One Dose Screening. Viabilidade celular das linhagens HFF-1, MDA-MB-231, T-47D
e BT-474 tratadas com 15 diferentes moléculas hibridas da classe das 2-arilquinazolino-chalconas, na
concentracdo de 10 pM, normalizada com o DMSO. As barras de erro representam a média % desvio
padrdao de no minimo dois experimentos independentes. As setas indicam as moléculas R2 e R14, as
quais mostraram atividades seletivas para as linhagens tumorais (MDA-MB-231, T-47D e BT-474),
quando comparadas a linhagem ndo tumoral (HFF-1).
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Considerando que a inibigdo de viabilidade celular para todas as células tumorais
tratadas com as moléculas R2 e R14 foi superior a 50%, enquanto para a linhagem nao
tumoral (HFF1) a inibicdo foi igual ou inferior a 50%, ambas as moléculas foram
consideradas como as mais seletivas para as linhagens tumorais e, portanto, foram
selecionadas para as préximas etapas do projeto. Apds o tratamento com as moléculas
R2 e R14 foram encontradas, respectivamente, as porcentagens de viabilidade 8,45% (+
1,23) e 18,26% (+ 5,64) para a linhagem MDA-MB-231; 33,71% (+ 14,37) e 23,23% (+
17,83) para a linhagem T-47D; e 32,95% (+ 9,96) e 28,68 (+ 14,29) para a linhagem BT-
474. Ja para a linhagem nao-tumoral HFF-1, apds o tratamento com as moléculas R2 e
R14, foram encontradas as porcentagens de viabilidade 49,83% (+ 26,76) e 53,69% (*
20,14), respectivamente.

Foram comparados a taxas de resposta das linhagens celulares com os diferentes

radicais nas estruturas das moléculas candidatas (Figura 4; Tabela 2).

R4 RS
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Figura 4. Diagrama de Edwards-Venn representando diferentes perfis de toxidade dos compostos
para as linhagens testadas. Regido amarela: compostos seletivos para MDA-MB-231; regido rosa:
compostos seletivos para MDA-MB-231 e T-47D; regido lilds: compostos que representaram
toxicidade para as linhagens MDA-MB-231, T-47D e para a linhagem ndo tumoral HFF-1; regido azul:
compostos que representaram toxicidade para todas as linhagens testadas (MDA-MB-231, T-47D,
BT-474 e HFF-1); regido verde: compostos seletivos para as linhagens MDA-MB-231, T-47D e BT-474.
Fonte: diagrama  desenvolvido utilizando a  plataforma  digital disponivel em
https://goodcalculators.com/venn-diagram-maker/.


https://goodcalculators.com/venn-diagram-maker/
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Tabela 2. Diferentes desfechos de atividade citotéxica das moléculas-teste na viabilidade das
linhagens testadas em relacdo a presenca de radicais e suas posi¢coes (posicoes A e B referentes a
porgao da Arilquinazolina e posi¢es C e D referentes a porgao da Chalcona).

Arilquinazolina Chalcona
Classificagao Composto A B C D
R1 H H H H
Toxicas para R5 H H H CHs
todas as
linhagens R8 H H H OCHs
R12 H H OCHs OCHs
Toxica para
MDA, T-47D e R9 OCHs H H OCHs
HFF-1

Seletiva para
.p MDA-MB-231 R3 OCHs OCH3 H H

C ‘f\l ' T-47D
| A . el-
A~ A © R4 cl H H H
[\ I‘N‘L AP Seletivas para
| N 1V
Ay MDA-MB-231 R6 OCH3 H H CHs
R13 OCH3 H OCH3 OCH3s
Seletivas para R2 OCH3s H H H
MDA, T-47D e
BT-474 R14 OCHs  OCHs OCHs  OCHs
R7 cl H H CHs
R10 OCHs OCHs3 H OCH3
Nao Toxicas
R11 Cl H H OCH3
R15 cl H OCHs OCH3

Menores pesos moleculares, como no caso das moléculas R1 (427,5 g/mol) e R5
(441,52 g/mol), ou a presenca dos radicais metila ou metoxila ligados apenas ao anel
benzeno que compde a estrutura da chalcona das moléculas, como nas moléculas R5,
R8 e R12, sdo fatores que pareceram influenciar em uma citotoxicidade nao seletiva, ou
seja, inibicdo de mais de 50% de viabilidade celular para todas as linhagens celulares
testadas, sejam elas tumorais ou ndo tumoral. Ja a presenca do radical cloreto associado
aos radicais metil ou metoxila (moléculas R7, R11 e R15) apresentaram uma baixa
citotoxicidade para todas as linhagens utilizadas, uma vez que inibiu menos de 50% de

suas viabilidades, enquanto a presenga de radicais metoxila ligados ao anel benzeno
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pertencente a estrutura das quinazolinas pareceu influenciar em uma maior seletividade
do efeito citotdxico para as células tumorais. Este foi o caso das moléculas R2 e R14,

seletivas para todas as linhagens tumorais testadas.

5.3 Analise in silico
5.3.1 Alvos Moleculares

Por meio da analise in silico, utilizando a plataforma SwissADME, foi possivel prever
de forma comparativa os principais alvos moleculares das 2-arilquinazolino-chalconas

(Figura 5).

(A) (B)

Classe de Alvos Moleculares
Alvos Moleculares

da
S
I

EE Receptor acoplado a proteina G 0
ER Quunase HE ABCG2

3 Protease

= PGP-1
104 =
0-
R2 R14 0- T T
R2 Ri14

Moléculas

w
=
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S
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e
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=
Y

Moléculas

Figura 5. Principais alvos moleculares in silico dos compostos R2 e R14. (A) Porcentagem de provaveis
alvos pertencentes as classes de receptores acoplados a proteina G, quinases e proteases; (B)
probabilidade das proteinas ABCG2 e PGP-1 serem alvos dos compostos-teste.

Analisando as duas moléculas mais seletivas (R2 e R14), observa-se que a maior
parte dos alvos moleculares desses compostos pertencem a classe dos receptores
acoplados a proteina G (Figura 5-A), representando aproximadamente 30% dos alvos
moleculares para ambos os compostos, seguida das classes das quinases, enzimas e
proteases. No entanto, as estruturas que apresentam maiores probabilidades de
servirem como alvos para estes compostos sdao proteinas pertencentes a classe das
proteinas do transporte ativo primario, como o ABCG2, com 56 e 41% de probabilidade
para as moléculas R2 e R14, respectivamente; e a glicoproteina-P 1 (PGP-1) com 25 e
41% de probabilidade para as moléculas R2 e R14, respectivamente (Figura 5-B). Ambas
as proteinas estdo associadas aos mecanismos de multirresténcia de células tumorais

de mama.
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5.3.2 Parametros fisico-quimicos e Druglikeness

Foi realizada uma analise in silico, para a predicdo de valores referentes a
parametros fisico-quimicos das principais moléculas analisadas neste estudo, pela
plataforma ADMETLab 2.0. Esta plataforma utiliza dados experimentais de alta
qualidade e modelos personalizados de relagdao estrutura-propriedade quantitativa
(QSPR), permitindo andlises de druglikeness e previsdes da maioria das propriedades
relacionadas ao ADMET (Absor¢do, Distribuicdo, Metabolismo, Eliminagdo e
Toxicidade)38.

Os parametros fisico-quimicos analisados foram: peso molecular,
hidrofobicidade (LogP), hidrossolubilidade (LogS), hidrofobicidade em pH fisioldgico —
7,4 (LogD), numero de carbonos com a hibridizacdo sp3 (Fsp3), nimero de dtomos
doadores e receptores de hidrogénio, drea de superficie polar (TPSA), e numero de

ligacGes rotacionaveis (Figura 6).
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Figura 6. Parametros fisico-quimicos preditivos para as moléculas R2 e R14. Estdo representados com
a cor verde valores que sdo considerados ideais, de acordo com os valores de referéncia validados
pela plataforma ADMETLab 2.0, e em vermelho, aqueles valores que extrapolam os limites maximos
e minimos estipulados pela predicdo. Valores de referéncia: massa molar — entre 100 e 600 g/mol;
LogP —entre 0 e 3; LogS — entre -4 e 0,5; LogD — entre 1 e 3; Fsp3 - 2 0,42; Doador de H—entre 0 e
12; Receptor de H — entre 0 e 7; TPSA — entre 0 e 140; Liga¢Ges Rotacionaveis — entre 0 e 11.

Ambas as moléculas apresentaram valores de peso molecular, TPSA, niumeros de
ligacOes rotacionaveis, de receptores e de doadores de hidrogénio desejaveis para um
farmaco em desenvolvimento. No entanto, R2 e R14 apresentaram valores elevados do
logaritmo do coeficiente de distribuicdo n-octanol/agua (LogP), mesmo em pH
fisiolégico (logD 7,4), e valores do logaritmo de solubilidade aquosa (LogS) e fracdo de
hibridizacdo sp3 (Fsp3) reduzidos.

De acordo com a regra dos 5 de Lipinski (RO5)%, para predicdo de boa

biodisponibilidade oral de compostos ativos, deve-se levar em consideracdo 4
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caracteristicas fisico-quimicas: peso molecular (< 500 g/mol), logP (< 5), presenca de
doadores de Hidrogénio (< 10) e de receptores de hidrogénio (< 5). Sdo consideradas
como moléculas passiveis de boa biodisponibilidade oral aquelas que apresentarem
pelo menos dois destes parametros dentro dos valores esperados. Apesar de apresentar
elevado valor de LogP, a molécula R2 se encontra dentro dos parametros exigidos pela
ROS5 para predicao de boa biodisponibilidade oral, por apresentar valores de peso
molecular, nimeros de doadores e receptores de hidrogénio dentro dos limites
desejaveis (Tabela 3). J4 a molécula R14, além de apresentar um valor elevado de LogP,
também possui altos valores de peso molecular e nimero de doadores de hidrogénio, o

que compromete seu perfil de Druglikeness segundo os critérios de Lipinski.

Tabela 3 —Score de Druglikeness para as moléculas R2 e R14, de acordo com a regra dos 5 de Lipinski.

R2 R14 LIPINSKI
Peso Molecular 457,18 547,21 <500
LogP 5,881 5,276 <5
Doador H 1 1 <10
Receptor H 5 8 <5
Druglikeness SIM NAO

5.3.3 Absorgao

Foram também obtidos, por analises in silico, os valores preditivos para os

parametros de absorcao dos compostos-teste (Figura 7).
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R2 -5.017 [0.000009 0996 | 0.005 | 0.011 | 0.044 | 0.075

0,006 | 0,002 | 0201

R14 -5,138 [0,000014f 1,000

Figura 7. Parametros de absorgdo preditivos para as moléculas R2 e R14. Estdo representados com a
cor verde valores que sdo considerados ideais, de acordo com os valores de referéncia validados pela
plataforma ADMETLab 2.0, e em vermelho, aqueles valores que extrapolam os limites maximos e
minimos estabelecidos. Valores de referéncia: Permeabilidade em Caco-2: > -5,15 log cm/s;
Permeabilidade em MDCK: > 0,000002 cm/s; Probabilidade de Inibi¢do e Substrato de Glicoproteina-
P (PgP): entre 0 e 0,3; Absorg¢do Intestinal Humana (HIA): entre 0 e 0,3. Biodisponibilidades orais
F20% e F30%: entre 0 e 0,3.
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Os parametros analisados foram: permeabilidade in vitro nas linhagens Caco-2 e
Madin-Darby canine kidney (MDCK), probabilidade de as moléculas inibirem ou servirem
de substrato para a Glicoproteina-P, além de valores preditivos de Absorcdo Intestinal
Humana (HIA) e Biodisponibilidade Oral F20% e F30%.

Em geral, as moléculas R2 e R14 apresentaram valores preditivos desejaveis de
absorcdo in vitro pelas linhagens Caco-2 e MDCK, o que possivelmente influenciou em
valores preditivos desejaveis para HIA, e para a biodisponibilidade oral nas porcentagens
de F20% e F30%.

Como ja visto nos resultados de predicdo de alvos moleculares dos compostos
em estudo, ambas as moléculas apresentaram como um de seus alvos mais provaveis a
glicoproteina P-1, pertencente a casse das proteinas do transporte ativo primadrio.
Assim, tanto a molécula R2 quanto a molécula R14, sdo possiveis inibidoras de Pgp-1, e
a molécula R14 também apresentou elevada probabilidade de servir como substrato

para esta proteina.

5.3.4 Distribuicdo

Quanto aos parametros de distribuicdo fornecidos pela plataforma ADMETLab
2.0, foram analisados os perfis de Ligacdo a Proteinas Plasmaticas (ou Plasma Protein
Binding - PPB), Volume de Distribuicdo (VD), Penetracdao em Barreira Hematoencefdlica

(ou Blood-Brain Barriar BBB) e Fracdo do Farmaco nao ligado (Fu) (Figura 8).

PPB
VD

BBB Penetration
Fu

R2 0,738 | 0.083

R14 0,363 | 0,005

Figura 8. Parametros de distribuicdo preditivos para as moléculas R2 e R14. Estdo representados com
a cor verde valores que sao considerados ideais, de acordo com os valores de referéncia validados
pela plataforma ADMETLab 2.0, e em vermelho, aqueles valores que extrapolam os limites maximos
e minimos estabelecidos. Valores de referéncia: Ligacdo a Proteinas Plasmaticas (PPB) - <90%;
Volume de Distribuicdo (VD) - entre 0,04 e 20 L/kg; Penetra¢do em Barreira Hematoencefalica—entre
0 e 0,3; Fracdo do farmaco ndo ligado (Fu) - 2 5%.
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Ambas as moléculas apresentaram probabilidades elevadas de bom volume de
distribuicdo e baixa probabilidade de ultrapassagem da barreira hematoencefalica. No
entanto, as moléculas R2 e R14 mostraram valores preditivos elevados de porcentagem
de ligacdo a proteinas plasmdticas (PPB), e possiveis valores reduzidos de fragdo do

farmaco nao ligado a proteinas (Fu).

5.3.5 Metabolismo

As andlises in silico de predigdao das moléculas R2 e R14 inibirem as isoenzimas
do citocromo P450 (CYP450) ou de servirem como substrato para estas enzimas estdo

disponibilizadas na Figura 9.

Inibidor Substrato

R2

R14

Figura 9. Probabilidade das moléculas R2 e R14 inibirem ou servirem como substrato para as
isoenzimas Cyp1A2, Cyp2C19, Cyp2C9, Cyp2D6, Cyp3A4 do citocromo p450. Estdo representados
com a cor verde, os citocromos que apresentam probabilidade negativa de interagirem com as
moléculas estudadas (seja por inibicdo dos citocromos pela molécula ou seja pelo uso das moléculas
como substrato pelo citocromo) e em vermelho, aqueles presentam probabilidade positiva de
interagirem com os compostos-teste.

Ambas as moléculas mostraram elevada probabilidade de inibirem quase todas
as isoenzimas analisadas, com excecdo da isoenzima Cyp2D6 para a molécula R2. Tanto
a molécula R2 quanto a molécula R14 também apresentam elevada probabilidade de
servirem como substrato para as enzimas Cyp2CP e Cyp2D6, e 0 mesmo ocorreu para as
isoenzimas CyplA2 e Cyp3A4 para a molécula R14. Ja a isoenzima Cyp2C19
possivelmente ndo representa possibilidade de interacdo enzima-substrato com as

moléculas estudadas.

5.3.6 Excrec¢ao

Os parametros analisados in silico referentes a excrecdo das moléculas
analisadas foram os de depuracdo (ou Clearance) e tempo de meia-vida (T %) (Figura

10).



27

Clearance
T1/2

R2

0,116

Figura 10. Parametros de eliminacdo preditivos para as moléculas R2 e R14. Estdo representados
com a cor verde, valores que sdo considerados ideais, de acordo com os valores de referéncia
validados pela plataforma ADMETLab 2.0, e em vermelho, aqueles valores que extrapolam os limites
maximos e minimos estipulados. Valores de referéncia: Clearance - =2 5 ml/min/kg; Tempo meia-vida
(probabilidade de tempo de meia-vida < 3)-entre 0 e 0,3.

R14

Ambas as moléculas apresentaram valores preditivos de Clearance reduzidos, o
que influencia em dificuldades de excre¢ao dessas moléculas, tanto por via renal, quanto
por via hepdtica. Jd quanto ao tempo de meia-vida, a molécula R2 mostrou baixa
probabilidade de um tempo de meia-vida reduzido (< 3), enquanto a molécula R14

mostrou elevada probabilidade de um tempo de meia-vida reduzido.

5.3.7 Toxicidade

Os parametros de toxicidade analisados in silico foram: bloqueio ao gene
humano relacionado ao éter-a-go-go (hERG); hepatotoxicidade (HT); Lesdao Hepatica
Induzida por Drogas (ou Drug-induced liver injury - DILI); teste AMES de mutagenicidade;
carcinogenicidade; corrosao e irritabilidade aos olhos; toxicidades respiratéria e oral; e

sensibilidade da pele (Figura 11).

hERG
HT
DILI
AMES
Carcinogenicidade
Corrosio Olhos
rritabilidade Olho
Toxicidade
Respiratoéria
Toxicidade Oral
Sensibilidade Pele

R2 0,315 | 0,311 0,003 0,552

o
B

0,626

R14 0,458 | 0,205 0,003 | 0419 0,054 | 0,162

Figura 11. Parametros de toxicidade preditivos para as moléculas R2 e R14. Os valores representam
a probabilidade (de 0 a 1) dos compostos apresentarem os parametros de toxicidade apresentados.
Valores de Referéncia: 0-0,3: excelente (verde); 0,3-0,7: médio (amarelo); 0,7-1,0: ruim (vermelho).
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Ambas as moléculas apresentaram moderados riscos de bloqueio de hERG, além
de elevados riscos de hepatotoxicidade (levando em consideragdao parametros DILI),
mutagenicidade AMES e carcinogenicidade. Os compostos também apresentaram
baixos riscos de corrosao aos olhos e toxicidade oral. As probabilidades de
hepatotoxicidade pelo parametro HT foi de baixo, para a molécula R14, a moderado,
para a molécula R2. As moléculas também apresentarem probabilidades moderada
(R14) e elevada (R2) de irritabilidade aos olhos e foram também encontrados riscos
moderado e elevado de toxicidade respiratéria para as moléculas R2 e R14,

respectivamente, além de riscos moderado (R2) ou baixo (R14) de sensibilidade da pele.

5.4 Niveis de citotoxicidade e seletividade

Os niveis de citotoxicidade dos compostos R2 e R14 (Figura 12), assim como
dos quimioterdpicos (controles positivos) 5-FU (Figura 13), Cisplatina (Figura 14) e
Paclitaxel (Figura 15) foram determinados por meio da obtencdo de curvas dose-

resposta.
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Figura 12. Graficos das curvas dose-resposta dos compostos R2 e R14 obtidas para as linhagens dos
subtipos luminal A (T-47D e MCF-7), triplo-negativo (BT-20 e MDA-MB-231), luminal B (BT-474) e
HER2 superexpresso (SKBR3).
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Figura 13. Graficos das curvas dose-resposta do quimioterapico 5-FU obtidas para as linhagens dos
subtipos luminal A (T-47D e MCF-7), triplo-negativo (BT-20 e MDA-MB-231), luminal B (BT-474) e

HER2 superexpresso (SKBR3).
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Figura 14. Graficos das curvas dose-resposta do quimioterdpico Cisplatina obtidas para as linhagens
dos subtipos luminal A (T-47D e MCF-7), triplo-negativo (BT-20 e MDA-MB-231), luminal B (BT-474)

e HER2 superexpresso (SKBR3).
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Figura 15. Graficos das curvas dose-resposta do quimioterapico Paclitaxel obtidas para as linhagens
dos subtipos luminal A (T-47D e MCF-7), triplo-negativo (BT-20 e MDA-MB-231), luminal B (BT-474)
e HER2 superexpresso (SKBR3).

Por meio dos valores de ICsp dos compostos R2 e R14 (Tabela 4) e dos controles
positivos 5-FU, Cisplatina e Paclitaxel (Tabela 5) foi possivel calcular os valores de IS para
cada linhagem tumoral testada em comparacdo ao ICso de linhagens ndo tumorais (HFF-

1 e HaCat).

Tabela 4. Valores de ICsop das moléculas R2 e R14 para cada linhagem, e valores IS em
relacdo as linhagens ndo tumorais HFF-1 e HaCat.

indice de Seletividade (IS)

Linhagens ICso (LM) DP HFF-1 HaCat
R2

T-47D 4,07 +1,28 1,31 2,64
MDA-MB-231 2,93 +0,35 1,83 3,68
SKBR3 3,63 +0,45 1,47 2,97
BT-474 8,63 2,91 0,62 1,25
BT-20 17,87 +2,70 0,30 0,60
MCEF-7 7,52 *+ 2,69 0,71 1,43
HFF-1 5,35 + 0,38

HaCat 10,77 *+ 2,46




Tabela 4 (Cont.). Valores de ICso das moléculas R2 e R14 para cada linhagem, e valores IS
em relagdo as linhagens ndo tumorais HFF-1 e HaCat.

R14
T-47D 1,21 +0,04 6,96 9,27
MDA-MB-231 2,45 +1,31 3,43 4,57
SKBR3 2,67 +2,55 3,15 4,2
BT-474 5,72 +2,04 1,47 1,96
BT-20 6,85 +2,17 1,23 1,63
MCF7 2,01 +2,69 4,19 5,58
HFF-1 8,40 +0,42
HaCat 11,19 + 2,66

DP: desvio padrao

Tabela 5. Valores de ICsp dos controles positivos 5-FU, cisplatina e paclitaxel para cada
linhagem, e valores IS em relagdo as linhagens ndo tumorais HFF-1 e HaCat.

indice de Seletividade (IS)

Linhagens ICs0 (1LM) DP HFF-1 HaCat
5-FU

T-47D 54,80 +11,98 N.D. N.D.
MDA-MB-231 74,255 7,34 N.D. N.D.
SKBR3 N.D. N.D. N.D. N.D.
BT474 N.D. N.D. N.D. N.D.
BT-20 68,82 +47,77 N.D. N.D.
MCF7 27,87 +18,83 N.D. N.D.
HFF-1 N.D. N.D.

HaCat N.D. N.D.

Cisplatina

T-47D 81,42 +8,3 0,61 0,31
MDA-MB-231 56,7 +9,36 0,88 0,45
SKBR3 23,22 +0,36 2,15 1,10
BT474 41,75 + 6,97 1,07 0,54
BT-20 15,75 +7,27 3,181 1,62
MCF7 83,94 + 18,52 0,59 0,30
HFF-1 50,11 +1,83

HaCat 25,63 +3,19

Paclitaxel

T-47D 0.003 + 0,004 >10 1,98
MDA-MB-231 0,014 + 0,016 5,95 0,50
SKBR3 0,042 + 0,006 1,21 0,10
BT474 0,03 + 0,027 1,64 0,13
BT-20 2,98 x 10 +3x10° > 10 > 10
MCF7 0,085 +0,112 0,94 0,07
HFF-1 0,081 +0,032

HaCat 0,007 + 0,001

DP: desvio padrdo; N.D: ndo determinado.
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As linhagens mais sensiveis, que apresentaram valores de ICso inferiores a5 uM
tanto para R2 quanto para R14, foram as linhagens T-47D (4,07uM £ 1,28 e 1,21uM %
0,04), MDA-MB-231(2,93uM £ 0,35 e 2,45uM + 1,31) e SKBR3 (3,63uM £ 0,45 e 2,67 uM
+ 2,55). Ja as linhagens com sensibilidade intermedidria, que apresentaram valores de
ICso entre 5 - 10 uM para R2 e R14, foram as linhagens tumorais BT-474 (8,31 uM + 2,14
e 5,79 uM + 1,94) e MCF7 (7,52 uM £ 2,69 e 5,81 uM + 2,70) e a linhagem ndo tumoral
HFF-1 (5,35uM + 0,38 e 8,40uM * 0,42). A linhagem tumoral BT-20 apresentou baixa
sensibilidade para R2 (17,63uM * 2,34) e sensibilidade intermediaria para R14 (8,55uM
* 6,37). Ja a linhagem que apresentou baixa sensibilidade a R2 e R14 foi a linhagem nao
tumoral HaCat (10,77uM + 2,46 e 11,19uM  2,66).

As moléculas R2 e R14 apresentaram os maiores indices de seletividade em
relacdo a linhagem HFF-1 para as linhagens T-47D (1,31 e 6,96), MDA-MB-231 (1,83 e
3,43) e SKBR3 (1,47 e 3,15), sendo a molécula R14 mais seletiva, com valores de IS
superiores a 2. As moléculas R2 e R14 mostraram o mesmo padrao de seletividade para
a linhagem nado tumoral HaCat com valores de IS superiores a 2 para as linhagens T-47D
(2,64 e 9,27), MDA-MB-231 (3,68 e 4,57) SKBR3 (2,97 e 4,2). A molécula R14 também
mostrou elevada seletividade para a linhagem MCF7, tanto em comparagdo com a
linhagem HFF-1 (4,19) quanto com a linhagem HaCat (5,58). Ja as linhagens BT-474 e
BT-20 apresentaram menores valores de IS tanto em relagdo a HFF-1, quanto em relagao
a HaCat, para ambas as moléculas.

Por outro lado, o antimetabdlito 5-FU, usado como controle positivo,
apresentou apenas valores de ICsg superiores a 25 uM tanto para linhagens celulares
tumorais quanto para linhagens ndo tumorais. A maioria das linhagens celulares
também foi mais resistente ao agente alquilante cisplatina quando comparado aos
compostos R2 e R14, com valores de ICso chegando até 83,94 uM para MCF7. A Unica
excecdo foi a linhagem BT-20, que mostrou perfis de sensibilidade semelhantes para
cisplatina e R2. Cisplatina também foi seletiva para SKBR3 e BT-20, mas apenas quando
comparada a célula ndo tumoral HFF-1. No entanto, o paclitaxel mostrou alta atividade
citotoxica quando comparado aos compostos R2 e R14 e outros quimioterapicos, com

valores médios de ICso abaixo de 0,1 uM.
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A comparagao das médias dos valores de ICso dos compostos-teste com os
valores de ICso encontrados para os quimioterapicos utilizados como controles-positivos

pode ser visualizada na Figura 16.
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Figura 16. Gréfico de comparacdo de citotoxicidade entre os compostos R2 e R14 e os
quimioterapicos 5-FU, Cisplatina e Paclitaxel. Cada simbolo representa uma réplica de valor de ICsg
utilizado para o calculo da média (representada por tragos). Cada cor indica uma linhagem tumoral
diferente. Simbolos localizados no limite superior do grafico, representam valores de ICso que
extrapolaram os limites calculdveis pelo programa estatistico.

5.5 Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos em cultura 3D

O efeito citotdxico de R2 e R4 foi entdo avaliado em cultura 3D usando analise
de viabilidade de esferoides. Para isto, esferoides das linhagens MDA-MB-231, T-47D e
BT-474 foram tratados com os compostos R2, R14 e 5-FU a 25 uM durante 72 horas, e a
viabilidade celular foi obtida por meio do uso de marcadores fluorescentes de
viabilidade (calceina) e morte celular (IP) (Figura 17).
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Figura 17. Efeito citotoxico de R2 e R14 em modelo 3D de esferoides. (A) Esferoides de cada linhagem
celular (MDA-MB-231, T-47D e BT-474) tratados com os compostos R2, R14 e 5-FU a uma
concentracdo de 25 uM por 72 horas, corados com os marcadores fluorescentes Calceina e IP.
Imagens analisadas e capturadas em um microscépio de fluorescéncia invertido sob objetiva de 10x.
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(B) Gréficos de barras representando os valores médios de intensidade de fluorescéncia para
Calceina (Verde) e IP (Vermelho) para cada condicdo de tratamento, normalizados em relacdo ao
controle negativo (DMSO 1%). As barras de erro representam a média * desvio padrdo de no minimo
dois experimentos independentes . Apds analise estatistica ANOVA de duas vias com pos-teste de
Dunnet, foram classificados como diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle
negativo valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) e p < 0,0001 (****).

Os resultados obtidos em cultura 3D de esferoides mostram que tanto R2
quanto R14 foram capazes de reduzir a viabilidade celular e/ou aumentar a morte
celular em esferoides de linhagens celulares de cancer de mama de trés subtipos
moleculares diferentes, como evidenciado pela quantificacdo das intensidades
fluorescentes de Calceina e IP. O tratamento com R2 levou a um aumento significativo
nos niveis de IP em MDA-MB-231 (1,70 + 0,07, p = 0,0001), T-47D (1,64 + 0,012, p =
0,001) e BT-474 (1,73 £0,15, p =0,004), enquanto R14 levou a um aumento de IP apenas
em T-47D (1,88 £ 0,23, p = 0,0001) e BT-474 (1,49 + 0,08, p = 0,04) quando comparado
ao controle negativo DMSO. Os niveis de Calceina também foram reduzidos apds
tratamento com o composto R14 nas linhagens celulares MDA-MB-231 (0,45 + 0,15, p =
0,0004) e T-47D (0,59 £ 0,002, p = 0,0001), e apds tratamento com R2 em MDA-MB-231
(0,74 £0,11, p = 0,026).

Considerando que a linhagem MDA-MB-231 representa o subtipo molecular
(triplo negativo) com menores opg¢bes terapéuticas convencionais, mas que mostrou
maiores niveis de sensibilidade e seletividade aos compostos aqui testados, sendo
também suscetivel aos compostos em modelo de cultura 3D, esta linhagem foi

selecionada para as préximas etapas do projeto.

5.6 Analise de ciclo celular

5.6.1 Citometria de Fluxo

Apds tratamento com as moléculas R2 e R14 durante 72 horas, a linhagem
MDA-MB-231 foi submetida a andlise de ciclo celular por citometria de fluxo, utilizando
o marcador IP-FITC (intercalante de DNA), e células foram classificadas de acordo com o
estagio de ciclo celular em que se encontram (Figura 18). Apds analise de ciclo celular,
foi observado que a molécula R2 em uma concentracao de 5uM foi responsdvel por um
aumento retencdo de células entre as fases GO/G1 (85,3% + 4,31; p < 0,0001) e redugdo
de células em fase S (5,3% + 1,5; p = 0,0479) , quando comparado ao controle negativo

DMSO (GO/G1: 74,8% + 1,56; S: 9,7 + 1,6), enquanto o quimioterapico 5-FU promoveu
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uma reducdo de células na fase GO/G1 (68,4% * 4,34; p = 0,0003) e retencdo de células
em fase S (14% = 0,7; p = 0,479).
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Figura 18. Analise de ciclo celular por citometria de fluxo. (A) Graficos obtidos apds analise de ciclo
celular da linhagem MDA-MB-231 em diferentes condigGes de tratamento (DMSO, R2, R14 e 5-FU),
por citometria de fluxo. O eixo X refere-se a intensidade de fluorescéncia por IP-FITC e o0 eixo Y refere-
se a porcentagem de eventos obtidos. As fases do ciclo celular foram classificadas em G0O/G1, S e
G2/M; quanto maior a intensidade de fluorescéncia de IP-FITC, maior o contetido de DNA da célula,
e, portanto, mais avancada a célula se encontra no ciclo (B) Classificagdo das células de acordo com
a fase do ciclo celular apds 72 horas de tratamento. As barras de erro representam a média * desvio
padrdo de trés experimentos independentes. Apds andlise estatistica ANOVA de duas vias com pos-
teste de Dunnet, foram classificados como diferencgas estatisticamente significativas em relagdo ao
controle negativo valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) e p < 0,0001 (****).

5.6.2 Andlise de modulac¢ao de fatores associados a progressao do ciclo celular

Para validacdo dos resultados obtidos por citometria, foi realizada analise do
conteudo das proteinas Timidina Quinase e Geminina da linhagem MDA-MB-231 apds

diferentes condicGes de tratamento (DMSO, R2, R14 e 5-FU), utilizando a técnica de

western blotting (Figura 19).
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Figura 19. Andlise por western blotting dos contelidos de Gemnina e Timidina Quinase. (A) Imagens
do contelido de Timidina Quinase e Geminina por western blotting apds tratamento com os
compostos a 5uM durante os periodos de 24 e 48 horas, utilizando B-actina como controle
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enddgeno. (B) Quantificacdo dos resultados obtidos em expressdo relativa de Unidade Arbitraria
(U.A.), apds normalizacdo com os valores de B-actina e com o controle negativo (DMSO). As barras
de erro representam a média * desvio padrdo de no minimo dois experimentos independentes. Apds
analise estatistica ANOVA de duas vias com pos-teste de Dunnet, foram classificados como
diferencas estatisticamente significativas em relag¢do ao controle negativo valores de p < 0,05 (*), p
< 0,01 (**), p< 0,001 (***) e p <0,0001 (****).

Apds quantificagao do conteudo de Timidina Quinase, foi observado que ambas
as moléculas R2 e R14 promoveram uma redu¢do da expressao desta proteina em
relacdo ao controle negativo, nos tempos de 24 horas (p < 0,01; R2: 0,095 + 0,06; R14:
0,234 £0,214) e 48 horas (p < 0,001; R2: 0,065 + 0,038; R14: 0,083 + 0,070), enquanto o
controle positivo 5-FU demonstrou perfil similar de expressdao de Timidina Quinase em
relacdo ao DMSO.

A anadlise da expressdo de Geminina apds o tratamento com os compostos R2
e R14, demonstrou reducdes significativas apds 24 horas (p < 0,05; R2: 0,523 + 0,128;
R14: 0,498 + 0,216) e 48 horas de tratamento (p < 0,01; R2: 0,366 + 0,112; R14: 0,218 +
0,112). J4 ap6s o tratamento com 5-FU apds 24h, levou a um aumento significativo (p <
0,01) da expressao de geminina (1,629 + 0,107) em relagdo ao controle negativo.

O progresso do ciclo celular depende principalmente da ativacdo dos
complexos de Ciclina e Quinases Dependentes de Ciclina (CDKs). Os complexos ciclina D-
CDK4/CDK®6 e ciclina E-CDK2 desempenham um papel importante durante o ponto de
checagem do ciclo celular G1, ativando o fator de transcri¢cdo E2F, o que leva a expressao
de genes relacionados a proliferacdo celular mediados por esse fator3®. Dado que os
compostos R2 e R14 est3o prevenindo a progressdo do ciclo celular da fase GO/G1 para
a fase S, investigamos também se algumas dessas proteinas poderiam estar servindo
como alvos potenciais para R2 e R14 por meio de analise por western blotting (Figura

20).
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Figura 20. Analise por western blotting dos conteldos de inibidores de CDK (CDKIs), CDKs e Ciclina
D1. (A) Imagens de western blotting do conteldo proteico dos inibidores de CDK (P-p53, P-p21 e
p27), CDKs (CDK 2 e CDK 6), e Ciclina D1, apds 24 e 48 horas de tratamento com os compostos R2,
R14 e 5-FU a uma concentragdo de 5 uM. B-Actina foi usada como controle endoégeno. (B)
Quantificacdo por densitometria das bandas de western blotting normalizadas em relagdo ao
controle negativo DMSO. As barras de erro representam a média * desvio padrdao de no minimo dois
experimentos independentes. Apds analise estatistica ANOVA de duas vias com pds-teste de Dunnet,
foram classificados como diferencgas estatisticamente significativas em relagdo ao controle negativo
valores de p < 0,05 (*), p< 0,01 (**), p < 0,001 (***) e p <0,0001 (****).

Foi observado que nao houve diferencas significativas nos niveis de expressao
de ciclina D1 e CDK6 apds 24 e 48 horas de tratamento com R2 e R14 a uma
concentracdao de 5 uM. No entanto, os niveis de CDK2 foram consideravelmente
reduzidos apds 48 horas de tratamento com ambos os compostos (R2: 0,43 + 0,108, p =
0,0002; R14: 0,49 + 0,078, p = 0,0006) e com 5-FU (0,56 + 0,012, p = 0,0047).

Foram também analisadas as expressdes dos inibidores CDK (CDKls) p27, p21 e
p53. Os resultados mostraram significativo aumento de expressao de p27 apds 24 horas
de tratamento com os compostos R2 (2,82 + 0,410; p = 0,0285) e R14 (3,46 £ 1,112; p =
0,0052). R2 foi ainda responsavel por reduzir significativamente os niveis de p53 apds
48 horas de tratamento (0,46 + 0,149, p = 0,046), e ambos 0s compostos promoveram
discretas reducGes nos niveis de p21 apds 24 e 48 horas de tratamento, embora essas

alteracgdes nao tenham sido estatisticamente significativas.

5.7 Andlise de modulag¢ao de vias proliferativas

Para inicio da compreensdo de possiveis mecanismos envolvidos na parada de
ciclo celular desencadeada pelos compostos R2 e R14, foi realizada uma analise de

modulagao das principais vias proliferativas da célula, utilizando os kits de arranjos
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proteicos phopho-MAPK array (Figura 21) e phopho-RTK array (Figura 22). Estes ensaios
permitem verificar se as moléculas sdao responsaveis pelo aumento ou redu¢do da
expressao das formas ativas de fatores associados a proliferacdo celular, exemplificados
por RTKs e MAP Quinases. Para isso, a linhagem MDA-MB-231 foi tratada com as
moléculas R2 e R14 durante 24 horas, e submetida aos ensaios de acordo com as

instrucdes do fabricante.
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Figura 21. Phopho-MAPK array. (A) Analise de alteracdo da expressdo da forma ativada de fatores
relacionados a via das MAP Quinases apds tratamento R2, em comparagdo ao controle negativo
DMSO; (B) Analise de alteracdo da expressdo da forma ativada de fatores relacionados a via das MAP
Quinases apds tratamento R14, em comparacgdo ao controle negativo DMSO; As barras na cor verde
representam redugdo superior a 20% da expressdo em relagdo ao DMSO; barras na cor laranja
representam reducdo ou aumento em até 20% da expressao em relacdo ao DMSO; ja as barras na
cor vermelha representam aumento superior a 20%. da expressao em relagdo ao DMSO.
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Figura 22. Phopho-RTK array (A) Andlise de alteragdo da expressdo da forma ativada de RTKs apds
tratamento com R2 em comparag¢do ao controle negativo DMSO; (B) Analise de alteracdo da
expressao da forma ativada de RTKs apds tratamento com R14 em comparacgdo ao controle negativo
DMSO. As barras na cor verde representam redugdo superior a 20% da expressdo em relagdo ao
DMSO; barras na cor laranja representam reducdo ou aumento em até 20% da expressdo em relacdo
ao DMSO; ja as barras na cor vermelha representam aumento superior a 20%. da expressdo em
relacdo ao DMSO.

A molécula R2, em comparacgdo ao controle negativo (DMSO), foi responsavel
pelo aumento de expressdo de JNK (nas isoformas 2 e 3), MKK6, p38 (nas isoformas B, 6
ey), p 70 S6 Quinase, RSK (nas isoformas 1 e 2) e mTOR, e pela reducdo da expressdo de
Akt (nas isoformas 1, 2, 3 e pan) (Figura 21-A). Ja a molécula R14 promoveu o aumento
da expressdo de GSK-3 (nas isoformas B e a/B), CREB, JNK (nas isoformas 1, 2 e 3), MSK2,
p38 (nasisoformas a, B, 6 ey), p 70 S6 Quinase, RSK (nas isoformas 1 e 2) e mTOR e pela
reducdo da expressao de Aktl (Figura 21-B).
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Apds andlise de modulagao de RTKs, foi observado que, em comparagao ao
DMSO, a molécula R2 foi responsavel pelo aumento das expressdes de EGFR, ErbB (nas
isoformas 2 e 3), PDGF RB, EphA7 e RyK (Figura 22-A). Ja a molécula R14 apresentou
perfil similar de expressao de RTKs a molécula R2, no entanto também promoveu
aumento da expressdo de ROR1, e reducdo da expressao dos receptores de Insulina, IGF-
|, Dtk e cRet (Figura 22-B).

Alguns dos resultados obtidos nos ensaios de arranjos proteicos foram entao
validados por western blotting, em que foram analisados os conteldos de ERK, AKT e
JNK, em suas formas fosforiladas e totais, na linhagem MDA-MB-231 apds o tratamento

com os compostos R2 e R14 (Figura 23).
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Figura 23. Andlise por western blotting do conteldo proteico das MAPKs ERK, AKT e JNK. (A) Imagens
de western blotting do conteudo proteico da linhagem MDA-MB-231 por apds o tratamento com os
compostos R2, R14 e 5-FU na concentracdo de 5 uM por 2 horas, apds privagdo de nutrientes e
posterior estimulagdo da ativagao das vias das MAPKs por EGF. Foram realizadas as analises de ERK
fosforilado (pERK), ERK total, AKT fosforilado (pAKT), AKT total, JNK fosforilado (pJNK) e JNK total,
utilizando B-actina controle enddgeno. (B) Quantificagdo dos resultados obtidos em expressdo
relativa de Unidade Arbitraria (U.A.), apds normalizagdo das formas fosforiladas com suas formas
totais, com os valores de B-actina e com o controle negativo (DMSQO). As barras de erro representam
a média  desvio padrdao de no minimo dois experimentos independentes. Apds analise estatistica
ANOVA de uma via com pos-teste de Dunnet, foi observado que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas da expressdo das proteinas apds o tratamento com os compostos em
relacdo ao controle negativo (DMSO).

Apds tratamento da linhagem MDA-MB-231 com os compostos R2, R14 e 5-FU,
ndo foram observadas diferencas significativas da expressdo das proteinas pERK (R2: p

=0,918; R14: p = 0,448; 5-FU: p = 0,5341), pAKT (R2: p = 0,390; R14: p = 0,246; 5-FU: p =
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0,684) e pJNK (R2: p = 0,990; R14: p = 0,429; 5-FU: p = 0,999), em comparagao ao

controle negativo (DMSO).

5.8 Analise de morte celular

5.8.1 Citometria de Fluxo

Apds tratamento com as moléculas R2 e R14 nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
a linhagem MDA-MB-231 foi submetida a andlise de morte celular por citometria de
fluxo e células foram classificadas de acordo com o estdgio de morte celular em que se

encontram (Figura 24).

4 DMSO R2 R14 5-FU
Qi1 Q2 || Q1 Q2 ja1 Q2 a1 Q2
0.04 2.69 [ 0.04 5.71 || 0.00 4.99 | 0.02 2.03
G é ¢ d 3
>
Q3
Q a3 || s a3l aa o |2 Q3
87.5 9.73 | 85.3 8.90 (| 74.4 /1882 9.76
—_ Q1 o ja 02 || Q1 o2 | Q1 Q2
% 0.11 2.64 | 0.06 12.7 || 0.11 16.2 | 0.04 221
[~ I
35 e i 5
[}
= el « o)
o B ¢ 4 F
H . , !
Q4 Q3| a3 ||l Qa Q3 Qa4 Q3
91.1 6.15 | 78.3 891 62.6 211 | 907 7.01
a1 2 || a1 o a1 2 || a1 Q2
0.13 4.03 || 0.25 16.5 || 0.69 239 || 0.23 4.55
- AL ; N
. g A »
Q4 3 [k} | oV} Q3 || a4 Q3 || a4 Q3
85.8 10.0| 64.6 186 || 66.8 .57 || 88.1 7.12
>
Anexina V
(B) (Morte Inicial)
24h
48h 72h
40
@ 50 60: .
& % @ =3 Morte Tardia
e 5 40 s £ 3 MorteInicial
? § 30 % 40 * x
k] 8 20 8
: ﬁ ﬁ ﬁ 3 :
= O 10 (]
£ 8 ?‘ 8
0 T T T T 0 T T T T (o]
DMSO R2 R14 SFL DMSO R2 R14 5FU DMSO R2 R14 SFU
Compastos (5M) Compostos (5M) Compostos (M)

Figura 24. Analise de morte celular por citometria de fluxo. (A) Graficos obtidos apds andlise de
morte celular da linhagem MDA-MB-231 em diferentes condi¢des de tratamento (DMSO, R2, R14 e
5-FU), por citometria de fluxo. O eixo X refere-se ao eixo de marcacdo por Anexina V, enquanto o
eixo Y representa o eixo de marcagdo por 7-AAD. O quadrante 1 (Q1) dos graficos representa células
ndo marcadas (vidveis); o Quadrante 2 (Q2) representa células marcadas apenas com Anexina V
(morte inicial); o Quadrante 3 (Q3) representa células duplamente marcadas com Anexina V e 7-AAD
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(morte tardia); o Quadrante 4 (Q4) representa células marcadas apenas com 7-AAD (necrose). (B)
Classificagcdo de células em morte inicial e tardia, apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. As barras de
erro representam a média * desvio padrdo de trés experimentos independentes. Apds andlise
estatistica ANOVA de duas vias com pos-teste de Dunnet, foram classificados como diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao controle negativo valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**),
p < 0,001 (***) e p<0,0001 (*¥***),

Foram classificadas como células em morte inicial, aguelas marcadas com
anexina V, marcador que apresenta afinidade a fosfatidilserina, estrutura exposta na
membrana celular em seus estagios iniciais de morte. J& as células classificadas em
estdgio tardio de morte celular, foram aquelas duplamente marcadas com anexina V e
7-AAD, marcador intercalante de DNA, e que, portanto, é capaz de identificar células
gue apresentam ruptura de membrana nuclear, evento que caracteriza estagios finais
de morte celular.

Apds analise por citometria de fluxo, foi observado que em 24 horas de
tratamento a 5uM, a molécula R14 promoveu o aumento de células em morte inicial
(22,4% + 5,44) em relacdo ao DMSO (13,4% + 1,83), ainda que de forma ndo
estatisticamente significativa. Apds 48 horas de tratamento, a molécula R2 foi
responsavel pelo aumento significativo de células em morte tardia (11% + 2,82; p <
0,05), enquanto a molécula R14 foi responsavel pelo aumento de células tanto em morte
inicial (21% + 1,9; p < 0,05), quanto em morte tardia (12% + 6,5; p < 0,01) em relagdo ao
DMSO (Inicial: 8,1% * 2,4; tardia: 2,9% * 0,35). J4 apds 72 horas de tratamento foi
observado que a molécula R2 promoveu aumento de células em morte inicial (23,2% +
2,26; p<0,05) etardia (11,6% +1,27; p < 0,05), enquanto a molécula R14 foi responsavel
pelo aumento de células em morte tardia (16,3% + 7,2; p < 0,05) em relacdo ao DMSO
(Inicial: 10,4% + 0,49; tardia: 3,9% + 0,84).

Nota-se também que o controle positivo 5-FU manteve um mesmo padrao de
morte celular inicial e tardia quando comparado ao controle negativo, nos tempos de
24 horas (Inicial: 13,9% * 2,26; tardia: 2% + 0,49), 48 horas (Inicial: 8,7% + 1,76; tardia:
3% +1,27) e 72 horas de tratamento (Inicial: 10,7% * 4,52; tardia: 4,25% * 0,49).

5.8.2 Andlise da modulag¢ao das vias de morte celular

Para inicio da investigacdo dos mecanismos e vias que desencadearam os
processos de morte celular identificados pela metodologia da citometria de fluxo, foi

utilizado o kit de arranjos proteicos Proteome Profile Human Apoptosis Array (Figura
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25). Para isso, a linhagem MDA-MB-231 foi tratada com as moléculas R2 e R14 a 5 uM
durante 12 horas, e o ensaio foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante.
Este ensaio permite verificar se as moléculas foram responsaveis pelo aumento ou
reducao da expressao de fatores associados ao processo de morte celular, e permite
direcionar a classificacdo do tipo de morte celular que esta sendo desencadeada (morte

celular intrinseca ou extrinseca).
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Figura 25. Andlise de alteracdo da expressao de fatores relacionados a morte celular, utilizando o kit
Proteome Profile Human Apoptosis Array, apos tratamento com as moléculas R2 e R14. (A) Andlise
da expressdo de fatores relacionados a morte celular apds tratamento com R2, em comparag¢do ao
DMSO; (B) Analise da expressdo de fatores relacionados a morte celular apds tratamento com R14,
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em comparacao ao DMSO. As barras na cor verde representam redugdo superior a 20% da expressao
em relacdo ao DMSO; barras na cor laranja representam reduc¢do ou aumento em até 20% da
expressao em relagdo ao DMSO; ja as barras na cor vermelha representam aumento superior a 20%.
da expressao em relagcdo ao DMSO.

Tanto a molécula R2 (Figura 25-A) quanto a molécula R14 (Figura 25-B), em
compara¢do ao controle negativo (DMSO), foram responsaveis pelo aumento de
expressao de Caspase 3 clivada, catalase, clusterina, Fas-Associating protein with Death
Domain (FADD) e Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha (HIF-1a). R2 ainda levou a aumentos
nas expressdes de Heat Shock Protein 60 (HSP60), High Temperature Requirement
protein A2 (HTRA2/0Omi), e das formas ativadas da proteina p53, fosforiladas em Serina
15 (S15), serina 46 (S46) e serina 392 (S392), além da reducdo de Heme-Oxigenase-2
(HO-2/HMOX2). Ja a molécula R14 foi responsavel pelo aumento das proteinas das
formas ativadas da proteina p53 (S15 e S392), e pela reducao de HSP60.

Por meio da técnica de western blotting, foi também realizada analise dos niveis
de caspases 8 (associada a morte celular extrinseca) e 9 (associada a morte celular
intrinseca) em suas formas clivadas/ativadas (Figura 26). Embora os tratamentos com
os compostos R2 e R14 a 5 uM por 12 horas tenham levado a uma elevagao nos niveis
de clivagem de ambas as caspases 8 (R2: 2,57 + 0,24; R14: 2,73 + 0,016) e 9 (R2: 1,49 +
0,44; R14: 1,85 + 1,31) em comparagdo com o controle negativo, as diferencas foram

estatisticamente significativas apenas para a caspase 8 (R2: p =0,0022; R14: p = 0,0015).
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Figura 26. Andlise de western blotting das formas ativadas das Caspases 8 e 9. (A) Imagens de
western blotting das formas clivadas das Caspases 8 e 9 apds 12 horas de tratamento com 5 uM de
R2, R14 e 5-FU. Caspases totais e R-Actina foram usadas como controles enddgenos. (B)
Quantificacdo por densitometria das bandas de western blotting normalizadas ao controle negativo
DMSO. As barras de erro representam a média * desvio padrdao de no minimo dois experimentos
independentes. Apds andlise estatistica ANOVA de uma via com péds-teste de Dunnet, foram
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classificados como diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao controle negativo valores
de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) e p < 0,0001 (****).

J4 a andlise dos niveis das Caspases 3 e 7 (caspases efetoras comuns as vias
extrinseca e intrinseca) foi realizada por meio do ensaio CellEvent™ Caspase-3/7, que
permite a identificacdo da ativacdo das caspases 3 e 7 por meio da deteccao de

fluorescéncia (Figura 27).
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Figura 27. Imagens de fluorescéncia do Ensaio Caspase-3/7 CellEventTM. (A) Células MDA-MB-231
tratadas com R2 e R14 (5 uM) por 12 horas, coradas com os Reagentes de Detecc¢do de Caspase-3/7
CellEvent™. Imagens analisadas e capturadas por microscépio de fluorescéncia invertido com
objetiva de 10x. (B) Quantificacdo da intensidade de fluorescéncia das células expressando caspases
3/7, normalizada ao controle negativo (DMSO). As barras de erro representam a média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes. Apds andlise estatistica ANOVA de uma via com pds-
teste de Dunnet, foram classificados como diferengas estatisticamente significativas em relagao ao
controle negativo valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) e p < 0,0001 (****).

A quantificacdo da fluorescéncia mostrou que R2 e R14 levaram a aumento nos
niveis de ativacdo das caspases efetoras 3/7 quando comparado ao DMSO (R2: 2,72 +
0,30; R14: 1,57 £ 0,20), no entanto, a diferenca foi apenas estatisticamente significativa
para R2 (p = 0,0065).

Considerando aumentos nos niveis de HIF1-a, clusterina e catalase observados
pelo ensaio do Human Apoptosis Array, foi também investigado se a morte celular
desencadeada pelos compostos R2 e R14 ndo poderia estar associada a inducdo da
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), utilizando o ensaio ROS-
GLO™H,0. Resultados obtidos demonstraram que o composto R2 foi responsavel pela
elevacao significativa dos niveis de H,0, em relacdo ao controle negativo DMSO (2,45 +

0,15; p = 0,0031) (Figura 28).



46

ROS (H,0,)

*k

1

Luminescéncia (RLU)
Normalizada com DM SO

DMSO R2 R14
Tratamentos (5gM)

Figura 28. Niveis de ROS (H.0;) produzido apds o tratamento com os compostos R2 e R14. As
células MDA-MB-231 foram tratadas com os compostos a 5 UM por 24 horas e submetidas ao
ensaio ROS-Glo™ H,0,, no qual o conteddo de H,0, foi determinado por deteccdo de
luminescéncia. Os valores sdo apresentados em Unidade Relativa de Luminescéncia (RLU)
normalizadas em relacdo ao controle negativo DMSO. As barras de erro representam a média +
desvio padrdo de trés experimentos independentes. Apds analise estatistica ANOVA de uma via
com pos-teste de Dunnet, foram classificados como diferengas estatisticamente significativas

em relagdo ao controle negativo valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p< 0,001 (***) e p<0,0001

5.9 Analise de vias de sinalizagcdo de dano DNA

Posteriormente, foi analisado se os compostos R2 e R14 poderiam estar causar
danos ao DNA ou interferir nas vias de reparo de dano de DNA, através da analise de
proteinas sinalizadoras de dano ao DNA, como a Histona da Familia H2A, Membro X
ativada (H2AX), Proteina Ataxia-telangiectasia Mutada (ATM), Proteina Relacionada ao

Rad3 (ATR) e Quinase do Ponto de Checagem 1 (CHK1) (Figura 29).
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Figura 29. Andlise por western blotting do conteludo proteico das proteinas sinalizadoras do
dano de DNA (A) Imagens de western blotting do conteldo proteico das proteinas sinalizadoras
de dano ao DNA yH2AX, ATM, ATR e CHK1 na linhagem MDA-MB-231 apds 24 e 48 horas de
tratamento com os compostos R2, R14 e 5-FU a uma concentracdo de 5 uM. R-Actina foi usada
como controle enddgeno. (B) Quantificacdo por densitometria das bandas de western blotting
normalizadas em relacdo ao controle negativo DMSO. As barras de erro representam a média +
desvio padrdo de no minimo dois experimentos independentes. Apds andlise estatistica ANOVA
de uma via com pods-teste de Dunnet, foram classificados como diferencas estatisticamente
significativas em relagdo ao controle negativo valores de p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001
(***) e p<0,0001 (****),



47

Os resultados de western blotting demonstraram que ambos os compostos
levaram ao aumento significativo dos niveis de yH2AX apds 48 horas de tratamento em
comparacdo com o controle negativo (R2: 1,82 + 0,62, p = 0,012; R14: 1,84 + 0,16, p =
0,009), mesmo sem interferéncia nos niveis de ATM. Ambos os compostos também
diminuiram significativamente os niveis de ATR apds 24 horas (R2: 0,45 + 0,08, p =
0.0002; R14: 0,49 £ 0,23, p = 0,0006) e 48 horas de tratamento (R2: 0,47 £ 0,02, p =
0,0004; R14:0,39+0,12, p<0.0001), também levando a um impacto nos niveis de CHK1,
mas somente apds 48 horas de tratamento (R2: 0,41 + 0.03, p =0,0003; R14: 0,72 £ 0,11,
p =0,025).

5.10 Migragao celular

Apds tratamento com os compostos a 5uM durante 24 horas, foi realizado o
ensaio de migracdo transwell utilizando a linhagem MDA-MB-231. Os resultados deste
ensaio demonstraram que nao houve diferencas estatisticamente significativas do nivel

de migracdo da linhagem MDA-MB-231 apds tratamento com R2 e R14 (Figura 30).

(A) DMSO R2 R14

(B) MDA-MB-231
80000+

N® Células

T
R2 R14

Tratamento

Figura 30. Ensaio de migracdo. (A) Imagens representativas dos insertos transwell apds
tratamento com DMSO, R2 e R14. (B) Niveis de migracdo celular apds as diferentes condicGes
de tratamento. As barras de erro representam a média * desvio padrdo de dois experimentos
independentes. Apds analise estatistica ANOVA de uma via com pods-teste de Dunnet, foi
observado que ndo houve diferengas estatisticamente significativas da expressdo das proteinas
apos o tratamento com os compostos em relagdo ao controle negativo (DMSO).
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6 DISCUSSAO

6.1 Triagem da atividade antitumoral in vitro e relagao estrutura atividade (SAR) de
compostos inéditos de 2-arilquinazolinochalconas

No presente estudo, 15 moléculas inéditas de 2-arilquinazolinochalconas (R1-
R15) foram recebidas e analisadas quanto a sua atividade antitumoral em linhagens
tumorais de mama. Foi entdo realizada uma triagem inicial levando em consideracao os
niveis de citotoxicidade dos compostos em linhagens tumorais de mama dos subtipos
moleculares luminal A (T-47D), luminal B (BT-474) e triplo-negativo (MDA-MB-231), em
dose Unica de 10 uM durante o periodo de 72 horas. A partir deste ensaio, foi observado
gue apenas os compostos R2 e R14 apresentaram atividade seletiva, uma vez que foram
responsaveis por uma redugao de viabilidade das linhagens tumorais em mais de 50%,
afetando em menores propor¢des a linhagem nao-tumoral (HFF-1), que apresentou taxa
de viabilidade maior que 50% apds tratamento.

Foi também observado que a presenca de diferentes radicais na estrutura
molecular dos compostos pareceu influenciar em diferentes perfis de citotoxicidade.
Fatores como menor peso molecular ou a presenca de agrupamentos metil/metoxila,
ligados ao anel benzénico associado a porc¢do da chalcona, pareceram influenciar em
uma citotoxicidade nao seletiva, ou seja, na reducao de viabilidade tanto de linhagens
tumorais, quanto da linhagem ndo-tumoral. Por outro lado, a presenca de cloro
acompanhada da presenca de grupos metil ou metoxila foi fortemente associada a uma
menor citotoxicidade, levando a niveis de viabilidade superiores a 50% em todas as
linhagens celulares testadas.

Corroborando com estes resultados, dados da literatura mostram que, em
derivados de quinazolino-chalconas, a substituicdo do anel fendlico da porcdo da
chalcona por agrupamentos doadores de elétrons, como no caso de agrupamentos de
metoxila, levou a uma citotoxicidade significativa contra varias linhagens tumorais (ex:
leucemia, melanoma, cancer colorretal, ovariano e de mama). No entanto, substituicdes
por elementos eletronegativos, como os radicais de cloro e flior, tanto nas porcdes de
guinazolina quanto nas porc¢des de chalcona, parecem diminuir a atividade antitumoral
dos compostos, como também demonstrado no presente estudo®®4%,

Apesar da grande citotoxicidade demonstrada por compostos com radicais

associados a porcao das chalconas, a presenca de radicais de metoxila ligados ao anel
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benzénico da por¢dao das quinazolinas parece influenciar em uma maior seletividade
para as linhagens tumorais do que para a célula sauddvel, como no caso de R2 e R14, os
compostos mais seletivos para todas as linhas celulares tumorais testadas. Devido a
maior seletividade destes compostos para linhagens tumorais, R2 e R14 foram as

moléculas selecionadas para as proximas etapas do projeto.

6.2 Caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas in silico dos compostos R2 e
R14

6.2.1 Parametros fisico-quimicos e Druglikeness

A determinagdo da similaridade de farmacos em desenvolvimento com farmacos
ja aplicados na pratica clinica (“druglikeness”) leva em consideracao a influéncia das
propriedades fisico-quimicas dessas moléculas no comportamento molecular in vivo,
principalmente quanto a sua solubilidade, permeabilidade, metabolismo, estabilidade e
transporte®?.

Os resultados da predicdo de parametros fisico-quimicos obtidos demonstraram
que moléculas R2 e R14 apresentaram valores de peso molecular, TPSA, quantidades de
ligagdes rotacionaveis, de receptores e de doadores de hidrogénio dentro dos valores
estabelecidos pela plataforma ADMETLab 2.0 como desejaveis para um farmaco em
desenvolvimento. No entanto, de acordo com o score de druglikeness Lipinski®®, apesar
de R2 apresentar parametros exigidos pela RO5 para predi¢ao de boa biodisponibilidade
oral, a molécula R14 apresentou elevados valores de LogP, peso molecular e nimero de
receptores de hidrogénio, e, portanto, seguindo estes parametros, ndo apresentaria
uma biodisponibilidade oral perfeita, sendo necessario administragcdes intravenosas
para serem mais eficientes*3.

Ainda assim, valores elevados do logaritmo do coeficiente de distribuicdao n-
octanol/agua (LogP), mesmo em pH fisiolégico (logD7,4), e reduzido valor de
solubilidade aquosa (LogS), demonstram uma elevada hidrofobicidade e baixa
hidrossolubilidade dessas moléculas, o que possivelmente influenciariam na
permeabilidade da membrana e na ligacdo hidrofébica a algumas macromoléculas.
Outro fator que mostrou valores preditivos inferiores aos limites desejaveis para ambas
as moléculas estudadas, foi a fracdo de hibridizacdo sp3 (Fsp3), que ja foi estabelecido

por estudos anteriores como um fator que contribui para o sucesso clinico de um
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farmaco em desenvolvimento, e que um aumento desta saturagdo pode estar associado

a maiores niveis de hidrossolubilidade das moléculas**.

6.2.2 Absorgao
Por andlises de analises in silico foram obtidos os valores preditivos para os

parametros de absorcao dos compostos R2 e R14.

A linhagem celular Caco-2 é utilizada como um substituto para o epitélio
intestinal humano para estimar a permeabilidade in vivo do farmaco, devido as suas
caracteristicas morfolégicas e funcionais semelhantes as de enterécitos humanos.
Assim, o coeficiente de permeabilidade da célula monocamada Caco-2 (Papp) é
geralmente usado para avaliar a permeabilidade intestinal humana*®. Assim como a
linhagem Caco-2, as células MDCK se diferenciam em epitélio colunar e formam juncoes
guando cultivadas em membranas semipermeaveis e podem ser utilizadas como uma
ferramenta de triagem da permeabilidade da membrana na fase inicial do
desenvolvimento de novos farmacos*®. Apesar de algumas limita¢bes quanto a suas
propriedades fisico-quimicas e nivel de hidrofobicidade, as moléculas R2 e R14
apresentaram valores preditivos desejaveis de absorcdo in vitro pelas linhagens Caco-2
e MDCK, o que possivelmente influenciou em valores preditivos desejaveis para HIA, e
para a biodisponibilidade oral nas porcentagens de F20% e F30%.

Como ja visto nos resultados de predicao de alvos moleculares dos compostos
em estudo, ambas as moléculas apresentaram como um de seus alvos mais provaveis a
glicoproteina P-1, pertencente a casse das proteinas do transporte ativo primario.
Assim, tanto a molécula R2 quanto a molécula R14 s3o possiveis inibidoras desta
proteina, e a molécula R14 também apresentou elevada probabilidade de servir como
seu substrato. A Pgp-1 é uma das proteinas responsaveis pelo transporte de uma grande
variedade de xenobidticos (incluindo drogas), lipidios e produtos do metabolismo
através da membrana plasmatica de forma ATP-dependente, e estd associada ao
desenvolvimento de resisténcia aos tratamentos quimioterapicos convencionais, por
meio deste mecanismo®’. No entanto, sua inibicdo pode levar a complica¢bes, como
niveis aumentados nos tecidos e intoxicacdo*’. Portanto, elevadas probabilidades de se
inibir ou servir de substrato para estas moléculas sdo vistas como parametros nao

desejaveis no desenvolvimento de novos farmacos pela predigao in silico.
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6.2.3 Distribuicdo
Quanto aos parametros de distribuicdo fornecidos pela plataforma ADMETLab

2.0, ambas as moléculas apresentarem probabilidades elevadas de bom volume de
distribuicdo e baixa probabilidade de ultrapassagem da barreira hematoencefalica, e
consequentemente, baixa probabilidade de promover efeitos adversos no sistema
nervoso central. No entanto, as moléculas R2 e R14 mostraram valores preditivos
elevados de porcentagem de ligacdo a proteinas plasmaticas (PPB), e
consequentemente, possiveis valores reduzidos de fragdo do farmaco ndo ligado a
proteinas (Fu). Considerando que as propriedades farmacoldgicas dos medicamentos
sao frequentemente relacionadas com a concentragdo do farmaco livre no plasma, a
probabilidade de elevada porcentagem de PPB pode reduzir a difusdo das moléculas

para o sitio e sua interacdo com o alvo“®.

6.2.4 Metabolismo
As principais enzimas capazes de catalisar a biotransformagao de farmacos sao

as isoenzimas dos citocromos P450 (CYP450), representadas por CYP3A4, CYP1A2,
CYP2D6, CYP2C9 e CYP2C19%°. Ambas as moléculas mostraram elevada probabilidade
de inibirem a maioria das isoenzimas analisadas. Tanto a molécula R2 quanto a molécula
R14 também apresentam elevada probabilidade de servirem como substrato para as
enzimas Cyp2CP e Cyp2D6, e 0 mesmo ocorreu para as isoenzimas CyplA2 e Cyp3A4
para a molécula R14. Considerando a importancia dos Cyps na desintoxicacdo de
xenobidticos potencialmente prejudiciais, a capacidade de inibicdo dessas enzimas é
uma caracteristica ndo desejavel para novos farmacos em desenvolvimento. Ao mesmo
tempo, considerando que essas enzimas sdo muitas vezes responsaveis pela bioativacao
de compostos ndo téxicos em intermedidrios reativos téxicos ou de procarcindgenos em
carcinégenos finais, a interacdo enzima-substrato dessas enzimas com as moléculas

estudadas, é também n3o recomendada’.

6.2.5 Excrecao
Quantos aos parametros de excrecdao, ambas as moléculas apresentaram valores

preditivos de Clearance de creatinina reduzidos, o que influencia em dificuldades de
excrecdo dessas moléculas, tanto por via renal, quanto por via hepatica. Esta

caracteristica pode estar relacionada as elevadas porcentagens de ligacdo a proteinas
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plasmaticas previstas para essas moléculas. J& quanto ao tempo de meia-vida, a
molécula R2 mostrou baixa probabilidade de um tempo de meia-vida reduzido (< 3),
enguanto a molécula R14 mostrou elevada probabilidade de um tempo de meia-vida
reduzido. A compreensado destes parametros de excrecao é de extrema importancia no

célculo de dosagens de administracdo apropriadas de medicamentos>.

6.2.6 Toxicidade
Para predicao de toxicidade cardiaca, foram analisados os riscos de bloqueio dos

canais de hERG in silico. O gene hERG é responsdvel pela codificagao do canal de potassio
Kv11.1, cujo bloqueio pode levar a inducdo da Sindrome do QT longo (SQTL), e
consequente morte subita cardiaca®?. Apesar de ambas as moléculas apresentarem
riscos de bloqueio de hERG, a probabilidade que estas moléculas apresentem esta
caracteristica é moderada. Quanto aos parametros de hepatotoxicidade, tanto a
molécula R2 como a molécula R14 apresentarem elevado risco de hepatotoxicidade ao
levar em consideracdo o parametro DILl, enquanto as probabilidades de
hepatotoxicidade pelo parametro HT foi de baixo, para a molécula 14, a moderado, para
a molécula R2.

Por meio da plataforma de andlises in silico, é possivel ainda prever riscos de
mutagenicidade por AMES (ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma), ensaio
de mutacdo reversa bacteriana de curto prazo projetado especificamente para
detectacdo de substancias quimicas que podem produzir danos genéticos que levam a
mutacdes genéticas>>. Além de ambas as moléculas mostrarem riscos elevados de
mutagenicidade AMES, as mesmas também apresentaram elevados riscos de
carcinogenicidade.

Quanto a toxicidade aos olhos, apesar das moléculas apresentarem
probabilidades moderada (R14) e elevada (R2) de irritabilidade aos olhos, nenhuma
mostrou risco de corrosao aos olhos. Foram encontrados, ainda, riscos moderado e
elevado de toxicidade respiratoria para as moléculas R2 e R14, respectivamente. No
entanto, as moléculas apresentaram baixa probabilidade de apresentarem toxicidade

oral, e riscos moderado (R2) ou baixo (R14) de sensibilidade da pele a essas moléculas.
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6.3 Niveis de citotoxicidade e seletividade dos compostos R2 e R14
As linhagens celulares mais sensiveis aos compostos R2 e R14 (com valores de

ICso abaixo de 5 uM) foram as linhagens T-47D, MDA-MB-231 e SKBR3, enquanto as
demais linhagens testadas apresentaram niveis de sensibilidade intermediarios e baixos
para os compostos testados. R2 e R14 também demonstraram os maiores indices de
seletividade (SI) para T-47D, MDA-MB-231 e SKBR3 tanto em comparagdao com a
linhagem HFF-1, quanto com a linhagem HaCat.

Estudos anteriores avaliaram a atividade antiproliferativa in vitro de hibridos
de quinazolino-chalconas contra varias linhagens tumorais, incluindo linhagens tumorais
de mama, cdélon, pulm3o, pancreas, figado, prostata, melanoma e leucemia®®>4-%1, A
maioria desses estudos utilizou a linhagem MCF-7 (Luminal A) como modelo
representativo de cancer de mama, relatando valores médios de ICso de 2,68uM,
variando de 0,09 uM a 10 uM, o que esta em concordancia com os valores de ICso
obtidos no presente estudo *%°4%1, Resultados semelhantes foram encontrados para
linhas tumorais de cancer colorretal (2,08 uM) e cancer de pulmdo de células nao
pequenas (2,21 uM)*>4%1  Embora tenha demonstrado apenas citotoxicidade
moderada contra células de leucemia (ICso = 9,09uM), um estudo ainda relatou um alto
indice de seletividade (IS = 7,19) para o hibrido de quinazolino-chalcona analisado em
comparac3o a citotoxicidade do composto contra células sanguineas saudaveis*'. Esses
achados reforcam o potencial dos hibridos de quinazolino-chalconas em exibir ampla e
seletiva citotoxicidade contra células tumorais. Dados da literatura também mostram
que a hibridizacdo de chalcona e erlotinibe (um inibidor de EGFR derivado de
quinazolina) resultou em maior citotoxicidade contra células de cancer de células
escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC) em comparagcdo com suas formas isoladas ou
combinadas in vitro, destacando a importancia do processo de hibridizacdo na
otimizac3o da citotoxicidade de compostos®?.

Por outro lado, a maioria das linhagens analisadas mostrou maior resisténcia
ao antimetabdlito 5-FU e ao agente alquilante Cisplatina, utilizados como controles
positivos, enquanto o taxano Paclitaxel, demonstrou alta atividade citotéxica em
comparacdao com R2, R14 e outros quimioterdpicos, com valores médios de I1Csq abaixo
de 0,1 uM. Paclitaxel € um quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de

cancer de mama, cujo mecanismo de a¢do consiste na estabilizacdo de microtubulos e
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inducdo de parada mitética®®. Apesar de sua elevada citotoxicidade e indices de
seletividade em algumas das linhagens celulares tumorais de mama testadas, incluindo
MDA-MB-231 (SI = 5,95), mecanismos de resisténcia e altas taxas de recorréncia sao

constantes desafios clinicos enfrentados por pacientes tratados com paclitaxel®.

6.4 Anadlise de citotoxicidade de R2 e R14 em modelo 3D de esferoides
Estruturas celulares tridimensionais tornaram-se modelos validos para anadlise

do perfil de resposta a fdrmacos, uma vez que mimetizam o ambiente tumoral com
maior fidelidade, quando comparadas a monocamadas celulares de culturas 2D%. No
entanto, fatores como menor penetracdo do farmaco devido a compactacdo dos
esferoides, condi¢Ges hipodxicas e diferengcas no metabolismo e na expressdo génica
geralmente levam a uma maior resisténcia aos medicamentos em modelos 3D,
conforme j& demonstrado em muitos estudos®>°8

No entanto, nossos resultados mostram que tanto R2 quanto R14 foram
capazes de reduzir a viabilidade celular e/ou aumentar a morte celular em esferoides de
linhagens celulares de cancer de mama de trés diferentes subtipos moleculares (Luminal
A, Luminal B e Triplo-Negativo), conforme evidenciado pela quantificacdo das
intensidades fluorescentes de Calceina e IP. Até onde sabemos, ndo existem estudos
gue explorem a atividade de hibridos de quinazolino-chalconas em modelos 3D de
esferoides. Ainda assim, alguns estudos mostram que derivados de quinazolinas podem
reduzir a viabilidade celular tanto em modelos de monocamada quanto de esferoides
de linhagens tumorais de pancreas, mama e Cancer de Pulmdo Nao Pequenas Células
(NSCLC)®°-71, O Erlotinibe, um fdrmaco derivado de quinazolina, também n3o mostrou
diferenca nos perfis de citotoxicidade em culturas 2D e 3D de células NSCLC, embora
tenha exibido diferentes mecanismos de morte celular em cada modelo’2. Outro estudo
realizado com Erlotinibe demonstrou que, por meio de sua combina¢do com EGF, foi
possivel promover a degradacdo de EGFR em culturas 3D de linhagens celulares
pancredticas, mas o mesmo n3o ocorre em culturas 2D73.

Curiosamente, apesar de apresentar quase nenhuma citotoxicidade em modelo
de cultura 2D, o controle positivo 5-FU exibiu maior citotoxicidade em modelo 3D de
esferoides para as linhagens MDA-MB-231, BT-474 e T-47D. Sabe-se que, além da alta

compactacdo celular, o menor metabolismo das células em formato de esferoides em
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comparacao as células em monocamada geralmente leva a uma menor sensibilidade aos
agentes quimioterdpicos’*’>. No entanto, um estudo acerca de inibidores da quinase
MEK ja demonstrou uma sensibilidade elevada de esferoides da linhagem MDA-MB-231
a esses compostos em comparacdo a células em cultura 2D’%; outro estudo também
demonstrou que, de 12 diferentes linhagens tumorais de mama Triplo-Negativo, a
linhagem MDA-MB-231 foi a Unica que apresentou menor valor de ICso para o
intercalante de DNA epirrubicina, em cultura 3D”’.

Embora a compactagdo dos esferoides ndo seja o Unico fator que contribui para
a maior resisténcia a medicamentos em culturas 3D, alguns estudos indicam que as
linhagens celulares de cancer de mama, particularmente células triplo-negativas, como
as linhagens MDA-MB-231 e SUM1315, expressam baixos niveis da molécula de adesao
celular E-caderina, o que poderia levar a uma menor solidez dos esferoides’>7’8,
Consequentemente, isso poderia explicar por que as células de cancer de mama
permanecem suscetiveis a citotoxicidade de medicamentos em cultura 3D, quando
expostas aos compostos R2 e R14 ou ao controle positivo 5-FU.

Considerando a elevada citotoxicidade e seletividade dos compostos R2 e R14
para a linhagem MDA-MB-231 em modelos de cultura 2D e 3D, e considerando que esta
linhagem representa o subtipo molecular com menos opc¢des terapéuticas disponiveis

na pratica clinica, a mesma foi escolhida para as proximas etapas deste estudo.

6.5 R2 e R14 induzem a parada do ciclo celular por meio do aumento da expressao
de p27 e inibicao de CDK2

Para inicio de compreensdo dos mecanismos de acao antitumoral de R2 e R14,
foi realizada uma andlise por citometria de fluxo para investigacdo de possivel
interferéncia desses compostos no processo de ciclo celular de células tumorais de
mama. A analise de citometria de fluxo revelou que o tratamento com R2 aumentou
significativamente a retenc¢do de células na fase GO/G1 e reduziu as células na fase S em
comparacdo com o controle negativo DMSO. Em contraste, o controle positivo 5-FU
aumentou a porcentagem de células na fase S, resultados esperados devido aos seus
mecanismos de acdo conhecidos, que envolvem a perturbacdo da sintese de DNA que

ocorre durante essa fase do ciclo celular’®.
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Embora a anadlise por citometria de fluxo mostre que R14 ndo interferiu
significativamente na progressao do ciclo celular, a andlise por western blotting
demonstrou uma inibicdo quase completa dos marcadores de proliferacdo geminina e
timidina quinase apds tratamento com R2 e R14, por 24 e 48 horas. A Geminina é uma
proteina reguladora de ciclo celular cuja funcdo consiste em inibir o fator de
licenciamento da cromatina e replicagao de DNA (Cdt1), estrutura associada a formagao
de complexos de pré-replicacdo que ocorrem durante a fase de sintese do ciclo celular.
Assim, a geminina tem sua expressao elevada no final da fase S e inicio da fase G2 do
ciclo celular, apds o pico de Cdtl, que ocorre no inicio da fase S*. Por outro lado, a
timidina quinase consiste em um marcador de ciclo celular que apresenta a funcao de
regenerar timidina para sintese e reparo de DNA, e, portanto, tem sua expressdo
aumentada durante a fase S do ciclo®8, Considerando que, apds o tratamento com R2
e R14, a expressdao de geminina e timidina quinase foi significativamente reduzida,
sugere-se que ambos os compostos estdo impedindo as células de progredirem para as
fases S e G2 do ciclo celular.

Consistentemente com nossos achados, muitos estudos também mostram
quinazolinas e chalconas, tanto nas suas formas isoladas quanto em suas formas
conjugadas, como indutores da parada do ciclo celular em GO/G1 em linhagens de varios
tipos tumorais, incluindo células tumorais de mama>*82%7_ J3 outros estudos mostram
quinazolinas e chalconas como indutores da parada do ciclo celular em G2/M® -1 ou até
mesmo em ambas as fases GO/G1 e G2/M>°.

O progresso do ciclo celular depende principalmente da ativacdo dos
complexos de ciclinas e CDKs. Os complexos ciclina D-CDK4/CDK6 e ciclina E-CDK2
desempenham um papel importante durante o ponto de checagem G1 do ciclo celular,
ativando E2F e, subsequentemente, levando a expressdao de genes relacionados a
proliferacdo celular®. Dado que os compostos R2 e R14 impedem a progressao do ciclo
celular da fase GO/G1 para a fase S, foi investigado, por andlises de western blotting, se
algumas dessas proteinas poderiam servir como possiveis alvos para R2 e R14.

Apesar de ndo interferirem de forma significativa nos niveis de expressao de
Ciclina D1 e CDK, o tratamento com os compostos R2 e R14 levou a reducao significativa
de CDK2. Curiosamente, 5-FU também reduziu a expressdao de CDK2 apds 48 horas de

tratamento, algo ja repostado em outros estudos °%°3. Uma triagem in silico também
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identificou CDK2 como um possivel alvo molecular para o 5-FU, o que corrobora com os
achados do presente estudo®.

Alguns estudos ja desenvolveram e avaliaram derivados de chalconas e
quinazolinas como inibidores de CDK2, mostrando resultados promissores,
especialmente contra células de cdncer de mama e melanoma®>8, e as vezes exibindo
atividade multialvo, como por exemplo, contra CDK1, CDK4 e EGFR>1%, A importancia
dos inibidores de CDK4/CDK6 para o tratamento de cancer de mama positivo para
receptores hormonais (HR+) é bem estabelecida, com varias op¢Bes aprovadas FDA,
como Palbociclib, Ribociclib e Abemaciclib'l. Embora ainda n3o existam inibidores de
CDK2 clinicamente aprovados, muitos ensaios clinicos em fases 1/2 estdo ativamente
explorando sua eficdcia em cancer de mama HR+, apds falha dos inibidores de
CDK4/CDK6, e em pacientes com cancer de mama triplo-negativo prévio a
tratamentol®2.

A reducdo na expressdo de CDK2 pode ser possivelmente explicada pela
significativa superexpressao de p27, também demonstrada nos resultados de western
blotting. A proteina p27 é um inibidor de quinase dependente de Ciclina (CDKi) da
familia CIP/KIP, juntamente com p21 e p57. Como outros CDKls, sua principal fungdo é
regular negativamente as CDKs, particularmente o complexo ciclina E-CDK2 durante a
fase GO/G1 do ciclo celular3®93, Considerando que os compostos R2 e R14 induzem a
parada do ciclo celular na fase GO/G1, na qual p27 atinge seus niveis maximos de
expressdao e estabilidade, isso pode explicar o aumento de p27 observado e,
consequentemente, a redu¢ao na expressao de CDK2, um de seus principais alvos. Outra
hipdtese para as alteracGes na expressdo de p27 consiste na interrupcdo da
ubiquitinacdo mediada por Skp2. Skp2 é um componente importante do complexo ligase
E3 Skp2-SCF, cujo objetivo principal é a adesdo de ubiquitina aos seus alvos, iniciando a
regulacdo ou degradac3o proteical®®. Um de seus principais substratos proteoliticos é
p27, e muitos estudos relataram novos compostos cuja atividade antitumoral esta
associada a supressao da expressao de Skp2, bem como a estabilizacdo de p27, levando
a parada do ciclo celular na fase G0/G1105-107,

Posteriormente, foi investigado se a parada do ciclo celular poderia ter sido
induzida por alteragdes na via de sinalizagdo p53-p21. Assim como p27, p21 é um CDKI

pertencente a familia CIP/KIP. Sua expressdo é fortemente induzida pelo supressor
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tumoral p53 e tem sido demonstrado que media a parada do ciclo celular na fase G1
induzida por p531%. No entanto, neste estudo observamos que o tratamento com os
compostos R2 e R14 n3o resultou na superexpressdao de p53 ou p21. De fato, R2 até
reduziu significativamente os niveis de p53 apds 48 horas de tratamento e diminuiu
ligeiramente os niveis de p21 tanto apds 24 quanto 48 horas de tratamento, embora
essas alteragcbes ndo tenham sido estatisticamente significativas. No entanto,
considerando que a linhagem MDA-MB-231 apresenta mutacdes em p53, é possivel que
as acdes dos compostos R2 e R14 ndo foram suficientes para induzir o aumento da
funcionalidade desta proteina, fazendo com que as células tumorais optem por utilizar
outras vias que também levem a parada de ciclo celular, como o caso de p27.

Curiosamente, ambos os compostos aumentaram a expressao da maioria dos
fatores proliferativos, que atuariam como indutores da progressdo do ciclo, como
MAPKs JNK, p38, p70 S6 Kinase, RSK e TOR, além de RTKs EGFR, ErbB (2 e 3), PDGF R,
EphA7 e Ryk. A validagdo por western blotting mostrou que nao houve diferengas
significativas na expressdo de ERK, JNK e AKT apds tratamento com R2 e R14.

Em contraste com nossos resultados, quinazolinas e chalconas tipicamente
exibem propriedades inibitdrias contra RTKs e outras proteinas associadas a proliferagao
celular, tanto em suas formas isoladas quanto conjugadas, com énfase na inibicdo de
EGFR41,°9-61,105-112  yma explicacdo para a superexpressdo de proteinas associadas as
vias de sinalizacdo proliferativa apds tratamento com R2 e R14 pode ser o
desenvolvimento de mecanismos compensatdrios e de resisténcia em resposta aos
efeitos citotdxicos e citostaticos dos compostos. Como demonstrado em um estudo
anterior, a resisténcia aos inibidores de CDK2 envolve a restauragao do potencial
proliferativo, com a selecdo de fatores que promovem a sinalizacdo da ciclina D, como
é o caso dos RTKs!3, Apesar disso, tanto R2 quanto R14 ainda conseguiram exercer seus
efeitos citotdxicos e superar a sinalizacdo aumentada dessas vias proliferativas. Também
foi estabelecido que, além de serem essenciais para a proliferacdo celular, algumas

MAPKs podem estar envolvidas com processos pré-apoptoticost!4,
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6.6 R2 e R14 induzem estresse oxidativo e morte celular, principalmente por via
extrinseca

Os tratamentos com R2 e R14 também levam a morte celular, com aumento da
propor¢do de células em processo de morte inicial e tardia apds 48 e 72 horas de
tratamento. Notavelmente, o controle positivo 5-FU manteve um padrao semelhante
de morte celular precoce e tardia quando comparado ao controle negativo.

A apoptose depende principalmente da ativacdo de duas vias de sinalizacdo
distintas: a via extrinseca e a via intrinseca. A via extrinseca é iniciada pela interagao
entre receptores de morte, como Fas e Receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNF-R),
e seus ligantes especificos (proteina associada ao dominio de morte - FADD - e proteina
associada ao dominio de morte do receptor do fator de necrose tumoral tipo 1 - TRADD,
respectivamente), levando a ativacdo da caspase-8 '>'16, Por outro lado, a via
intrinseca/mitocondrial é geralmente ativada por estimulos internos, como danos ao
DNA e estresse oxidativo, que podem causar perturbacdo mitocondrial e ativar
proteinas Bcl pro-apoptdticas localizadas na membrana mitocondrial'>6, Esta
ativacdo eventualmente leva a liberacdo de citocromo c no citoplasma, que forma um
apoptossomo, responsavel por clivar a procaspase-9 em caspase-9. Ambas as caspases
8 e 9induzem a clivagem e ativac3o das caspases efetoras 3/7, levando a apoptose!*>116,
Embora resultados de western blotting mostrem que os tratamentos com os compostos
R2 e R14 tenham levado ao aumento de clivagem de ambas as caspases 8 e 9, as
diferencgas foram estatisticamente significativas apenas para a caspase-8, indicando que
a morte celular esta sendo primariamente desencadeada por estimulos externos.

A quantificagdo da fluorescéncia obtida apds o ensaio Caspase-Glo® 3/7
demonstrou que R2 e R14 aumentaram a ativa¢do das caspases 3/7, mas com diferenca
estatisticamente significativa apenas para R2. No entanto, é possivel inferir que ambos
os compostos levam a ativacao de caspase 8, uma caspase iniciadora extrinseca, e das
caspases efetoras 3/7 apds 12 horas de tratamento, achados que sdo corroborados
pelos resultados do Human Apoptosis Array, que mostram um aumento nas expressoes
de FADD e caspase 3 clivada. Semelhante aos nossos achados, derivados de chalconas e
quinazolinas sdo conhecidos por induzirem tanto as vias de morte intrinseca quanto
extrinseca em muitos tipos tumorais, como cancer colorretal, de mama, hepatocelular

e melanoma!!?117-121  Hibridos de quinazolino-chalconas foram também capazes de
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elevar os niveis das formas ativadas das caspases 8 e 9 em uma linhagem tumoral de
pancreas>.

Curiosamente, o Human Apoptosis Array também revelou niveis elevados de
clusterina, catalase e subunidade alfa do Fator Induzivel por Hipdxia-1 (HIF-1a),
proteinas que sdo geralmente expressas em resposta ao estresse oxidativol?>71%4, O
estresse oxidativo envolve a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS),
perturbando o equilibrio entre ROS e antioxidantes. Embora a produgdao de ROS
frequentemente acompanhe a hiperproliferacdo das células tumorais e seja geralmente
considerada pré-tumorigénica, niveis excessivos podem eventualmente se tornar
citotéxicos, exigindo que as células tumorais aumentem suas defesas antioxidantes para
evitar senescéncia ou apoptose desencadeada por ROS'?>,

Considerando que os niveis de varios fatores de resposta ao estresse
oxidativo foram elevados apds o tratamento com R2 e R14 em comparagdo ao controle
negativo, nds posteriormente investigamos se esses compostos contribuem para o
estresse oxidativo através da produgdo de ROS que indicaram que o composto R2 levou
a um aumento significativo na produgdo de H,0,. Embora R14 nao tenha afetado os
niveis de H,0,, investigacdes futuras sao necessarias para determinar se o estresse
oxidativo induzido por R14 pode estar relacionado a producdo de outros tipos de ROS,
como superoéxido (02) e radicais livres hidroxila (OH). De fato, alguns derivados de
guinazolina ja foram relatados como indutores de apoptose de maneira dependente de
ROS em células de cancer de mama e carcinoma hepatocelulart?61?7,

A morte celular induzida por altos niveis de ROS pode ser iniciada tanto pela via
intrinseca quanto pela extrinseca de apoptose!?®-130, Niveis elevados de ROS levam a
dano mitocondrial e a liberagdo de citocromo ¢ no citoplasma, o que eventualmente
desencadeia a ativacdo da caspase 9. Por outro lado, altos niveis de ROS também podem
iniciar a via extrinseca de apoptose através da ligacdo de determinados ligantes aos seus
respectivos receptores de morte, levando a ativacao da caspase 8. A caspase 8, por sua
vez, cliva a caspase e a proteina Bcl Bid, que pode translocar para a mitocondria e
também levar a translocacdo do citocromo c¢ e a ativacdo da sinalizacdo da via

intrinseca®3l.
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6.7 R2 e R14 causam danos ao DNA e inibem a via ATR/CHK1
Além de desencadear a morte celular, a producdo de ROS pode também levar

a danos oxidativos ao DNA ou estresse de replicacdo, que podem ser classificados como
quebras de fita simples (SSBs) e quebras de fita dupla (DSBs)*32. Em resposta ao dano
oxidativo ao DNA, sdo recrutadas vias de resposta ao dano de DNA (DDR) para ativacdao
dos pontos de checagem do ciclo celular e dos mecanismos de reparo de DNA
apropriados, ou para dar inicio ao processo apoptdtico quando o dano nao pode ser
reparado!33134

Considerando que R2 e R14 possivelmente induzem bloqueio do ciclo celular e
estresse oxidativo, foi investigado se esses compostos poderiam estar envolvidos em
danos ao DNA ou interferir nas vias de DDR, através da andlise de proteinas sinalizadoras
de dano ao DNA, H2AX ativada, ATM, ATR e CHK1.

Duas das principais vias de DDR responsaveis por coordenar o reparo do DNA e
o progresso do ciclo celular sdo os pontos de checagem ATM-Quinase do ponto de
checagem 2 (CHK2) e ATR-CHK1'33, ATM é recrutado para a cromatina em resposta a
DSBs, e se liga ao complexo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN), que estimula a atividade de
ATM. Subsequentemente, ATM fosforila CHK2, que, uma vez ativada, se dissocia dos
locais de dano e se dispersa pelo nucleo para atuar em multiplos substratos envolvidos
na progressao do ciclo celular, apoptose e transcricdo génica, incluindo p53, Cdc25,
BRCA1 e E2F'3>136 Em resposta aos DSBs, ATM também fosforila a H2AX no residuo de
serina 139, levando a formacao de yH2AX. A ativacao de H2AX permite que o sinal de
dano ao DNA se espalhe ao longo da cromatina, cobrindo grandes regides do
cromossomo ao redor de cada lesdo de DSB, e fornecendo o recrutamento de outras
proteinas de DDR*37'38 No presente estudo, os compostos R2 e R14 foram capazes de
aumentar significativamente os niveis de yH2AX apds 48 horas de tratamento mesmo
sem interferéncia nos niveis de ATM. No entanto, embora a ativacdo de H2AX seja
principalmente promovida por ATM, as proteinas DDR ATR e DNA-PK também podem
contribuir para a fosforilagdo de H2AX em certos contextos.

A via ATR-CHK1 é primariamente ativada quando a replicacdo do DNA é
prejudicada devido a deplecdo de nucleotideos ou lesdes de DNA que bloqueiam a
replicagdo, levando ao estancamento da forquilha de replicagdo e a geragao de quebras

de fita simples (SSBs). O DNA de cadeia simples (ssDNA) entdo se reveste com a Proteina
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de Replicagdo A (RPA), que serve como um local de ligagdo para a proteina de interagao
com ATR (ATRIP). ATRIP recruta ATR, que é subsequentemente ativada por proteinas de
resposta ao estresse de replicacdo. Durante as fases S e G2 do ciclo celular, ATR e seu
alvo CHK1 ativam os pontos de controle via inativagao de CDC25, impedindo que ele
remova a fosforilacdo inibitéria de CDK1 e CDK2, que é necessdria para a progressao do
ciclo celular3®13° Considerando os niveis elevados de H2AX apds tratamento com R2 e
R14 sem alteracGes nos niveis de ATM, foi posteriormente investigado se a ativacdo de
H2AX poderia estar associada a niveis elevados de ATR. Curiosamente, os resultados de
western blotting mostraram que ambos os compostos diminuiram significativamente os
niveis de ATR apds 24 e 48 horas de tratamento, também impactando os niveis de CHK1,
mas somente apos 48 horas de tratamento.

As principais estratégias em terapia contra o cancer, como a quimioterapia e
radioterapia, geralmente induzem danos ao DNA, inibem a proliferacdo das células
cancerosas e levam a morte celular. Embora os danos de DNA possam ser induzidos
tanto em células sauddveis quanto em células cancerosas, as células cancerosas sdo um
alvo preferencial, especialmente devido as alteracdes em suas vias de resposta ao dano
do DNA (DDR) que levam a instabilidade genémica'4°. Defeitos na DDR e nos pontos de
checagem do ciclo celular sdo frequentes em canceres de mama, resultando na nao
reparacao de DNA danificado. Um exemplo de defeito na DDR comumente encontrado
em células de cancer de mama é o comprometimento da recombinagao homdloga (HR)
devido a deficiéncia nos genes BRCA 1/2, o que eventualmente desestabiliza a
capacidade de reparo de DSBs4%141 A deplecdo de BRCA1 geralmente torna as células
mais suscetiveis a inibidores de Poli (ADP-Ribose) Polimerase (PARP). O PARP
desempenha um papel crucial no reparo de SSBs. Quando o PARP é inibido, SSBs se
acumulam e sdo convertidas em DSBs quando encontram as forquilhas de replicacao.
Normalmente, as DSBs de uma Unica extremidade geradas, sao reparadas pela HR. No
entanto, em células deficientes em BRCA1/2, o mecanismo HR estda comprometido,
levando ao acimulo de dano de DNA n3o reparado!39:142,

Curiosamente, os inibidores de ATR podem atuar sinergicamente ou superar a
resisténcia aos inibidores de PARP na inducdo da morte celular em varios tipos
tumorais!®3. Evidéncias recentes também revelaram que a combinac3o de inibicdo de

PARP e ATR pode ainda potencializar a instabilidade genémica e a morte celular em
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células deficientes em ATM#4, De fato, um estudo mostrou que a perda de ATM conferiu
uma maior sensibilidade a inibicdo de ATR em linhagens tumorais de prdstata, enquanto
ndo impactou significativamente a sensibilidade a inibicdo de PARP*. Além de agir
sinergicamente com inibidores de PARP, os inibidores de ATR também s3do conhecidos
por complementar a atividade de agentes metilantes/alquilantes que normalmente
induzem estresse de replicacdo e ativacdo de ATR#®147 As proteinas pertencentes aos
mecanismos de DDR também podem servir como alvos importantes na tentativa de
aumentar a sensibilizacdo a radioterapia em muitos varios tipos tumorais, como pulmao,
pancreas, mama e carcinoma hepatocelularl®148-151 De fato, a inibicdo de ATR mostrou
ser uma estratégia interessante para aumentar a sensibilidade a radioterapia em células
de cancer de mama triplo-negativo com alta especificidade'>%>2, A especificidade para
células triplo-negativas pode ser atribuida a certas caracteristicas moleculares,
exemplificadas por mutagées em TP53, o gene mais frequentemente mutado no cancer
triplo-negativo (também encontrado nas células MDA-MB-231), que leva a perda do
controle do ponto de checagem G1 do ciclo celular e grande dependéncia pelos pontos
de checagem das fases S e G2/M mediados por ATR apds dano ao DNA®? .

Nossos resultados mostram a diminuicdo das expressdes de ATR/CHK1 em
células MDA-MB-231 tratadas com R2 e R14, o que pode ser induzido tanto como
consequéncia da ligacdo direta e inibicdo de ATR ou como resultado da regulacao
negativa de CDK2. Ja foi estabelecido que o CDK2 é capaz de fosforilar ATRIP e regular a
atividade de ATR, assim como fosforilar Chk1l e mediar sua ativacdo®®3. Considerando
gue os resultados de western blotting também mostraram redug¢ao na expressao de
CDK2, possivelmente devido a uma regulacdo positiva de p27, pode-se inferir que as
diminui¢cdes nas expressoes de ATR e CHK1 induzidas por R2 e R14 poderiam ser
resultado da regulacdo negativa de CDK2. Alternativamente, R2 e R14 poderiam estar
inibindo CDK2 e ATR individualmente. Como discutido anteriormente, a ativacao da via
ATR/CHK1 resulta na inativacdo de CDC25, o que, por sua vez, impede a ativacdo de
CDK1 e CDK2. Portanto, a inibicao de ATR pode levar a elevagdes na expressao de CDK2,
potencialmente permitindo a progressdo do ciclo celular. Com a inibicdo simultanea de
ATR e CDK2 sob a influéncia de danos de DNA, o ciclo celular pode ser comprometido
devido a disturbios na resposta ao dano do DNA mediada por ATR ou devido a fungao

comprometida do ponto de checagem GO/G1 dependente de CDK2.
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7 CONCLUSAO
No presente estudo, duas moléculas inéditas de 2-arilquinazolinochalconas (R2

e R14) demonstraram atividade citotdxica significativa contra linhagens de trés
diferentes subtipos moleculares de cancer de mama (luminal A, luminal B e triplo-
negativo), tanto em modelo 2D quanto em modelo 3D de esferoides, com elevada
seletividade para a linhagem-triplo negativa, subtipo molecular que atualmente possui
opcOes terapéuticas limitadas. R2 e R14 atuam por meio de diversos mecanismos,
induzindo morte celular principalmente por via extrinseca, e parada de ciclo celular em
fase GO/G1, possivelmente através do aumento da expressdo de p27 e subsequente
reducdo dos niveis de CDK2. Além disso, podem desencadear estresse oxidativo e danos
no DNA, como evidenciado por elevados niveis de ativacdo de H2AX, e comprometer as
vias de reparo de DNA mediadas por ATR e CHK1. Considerando as limitacdes e falhas
frequentes dos tratamentos oncoldgicos existentes, e a necessidade continua do
desenvolvimento de novos agentes antitumorais, R2 e R14 surgem como candidatos
promissores, uma vez que seus mecanismos de acao diversificados podem ajudar a
superar os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas células tumorais.

As principais limitacOes deste estudo estao relacionadas a auséncia de modelos
mais avangados que possam replicar com maior precisao o microambiente tumoral e
oferecer uma investigacdo mais detalhada da atividade antitumoral dos compostos
analisados. Para superar essas limitacdes, os préximos passos da pesquisa incluirdo a
utilizacdo de modelos tridimensionais in vitro mais complexos, bem como a validagao
dos resultados em modelos in vivo, permitindo a avaliagdo dos niveis de toxicidade
desses compostos. Além disso, serdo necessarios ensaios moleculares adicionais para

esclarecer com mais precisdo os mecanismos de acao dos compostos.
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