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Dedico este trabalho ao tio HELIO que tanto
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RESUMO

O adenocarcinoma ductal pancredtico (ADP) é uma neoplasia altamente agressiva,
caracterizada por ndo apresentar sintomas precoces e ter um potencial metastatico
elevado, o que determina seu progndstico muito ruim. Na maioria dos casos, 0 ADP é
iniciado pelo mutante oncogénico KRAS e geralmente apresenta resisténcia inata aos
agentes quimioterapéuticos convencionais. Neste trabalho, testamos seis derivados de
tetrahidroquinolina-2,5-dionas (TQDs 2, 7, 9, 10, 12 e 17) que foram sintetizados por
reacdo multicomponente (MCR), metodologia inovadora de sintese que proporciona
economia de 4tomos. Foi realizada uma triagem in vitro para identificagdo de TQDs
capazes de induzir efeitos citotoxicos nas linhagens celulares de adenocarcinoma
CAPAN-2 (KRAS®?Y mutado) e PANC-1 (KRAS®?? mutado). Dos seis compostos
testados, quatro (TQDs 2, 7, 10 e 12) foram capazes de induzir efeitos citotoxicos em
células de adenocarcinoma pancreatico. Nas células CAPAN-2, as TQDs 2 e 10
promoveram a parada do ciclo celular na fase G1. Nas células PANC-1, as TQDs 7, 10
e 12 também promoveram a parada do ciclo na fase G1, enquanto TQD2 promoveu a
parada do ciclo celular na fase G2/M. As TQDs 2, 10 e 12 provocam alteracdo no perfil
de morte celular e inibicdo da proliferacdo celular. As TQDs 2, 10 e 12 n&o interferiram
de maneira significativa na quantidade de células tronco tumorais (CD44°/CD24"). A
TQD 7 e 10 promoveram alteracdes na capacidade de formacdo de colénia. A TQD 10
foi capaz de regular negativamente a ativacdo da via de sinalizacdo PI3K/AKT em
células de cancer de pancreas. Como os compostos interferiram com eventos chaves da
homeostasia clular e com isso dificultam ou impedem a progressao da vida das células
pancreaticas tumorais in vitro, 0s nossos resultados se mostram encorajadores, uma vez
que a classe das TQDs pode representar uma arquitetura molecular promissora para o

desenvolvimento de novos farmacos para a aplicacdo no controle do cancer de pancreas.

Palavras-chave: cancer, pancreas, adenocarcinoma ductal pancreatico, quimioterapia,

tetrahidroquinolina-2,5-dionas.
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ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a highly aggressive neoplasm
characterized by not presenting early symptoms and having a high metastatic potential,
which determines its very poor prognosis. In most cases, PDAC is initiated by the
oncogenic mutant KRAS and generally demonstrates innate resistance to conventional
chemotherapeutic agents. In this work, we tested six tetrahydroquinoline-2,5-dione
derivatives (TQDs 2, 7, 9, 10, 12 and 17) that were synthesized by multicomponent
reaction (MCR), an innovative synthesis methodology which lead to reduction of used
atoms. An in vitro screening was performed to identify TQDs capable of inducing
cytotoxic effects on CAPAN-2 (mutated KRAS®*?Y) and PANC-1 (mutated KRAS®'2P)
adenocarcinoma cell lines. Of the six compounds tested, four (TQDs 2, 7, 10 and 12)
were able to induce cytotoxic effects on pancreatic adenocarcinoma cells. In CAPAN-2
cells, TQDs 2 and 10 promoted cell cycle arrest in the G1 phase. In PANC-1 cells,
TQDs 7, 10 and 12 also promoted G1 phase arrest, while TQD 2 promoted G2/M phase
arrest. TQDs 2, 10 and 12 caused alteration in cell death profile and inhibition of cell
proliferation. TQDs 2, 10 and 12 did not significantly affect the amount of tumor stem
cells (CD44'/CD24"). TQD 7 and 10 promoted changes in colony formation capacity.
TQD 10 was able to negatively regulate PI3K/AKT signaling pathway activation in
pancreatic cancer cells. Because the compounds interfered with key events that hinder
or impair the in vitro live of pancreatic cancer cell, our results are encouraging, showing
that the TQDs class may represent a promising molecular architecture for the

development of new drugs for pancreatic cancer control.

Keywords: cancer, pancreas, pancreatic ductal adenocarcinoma, chemotherapy,

tetrahydroquinoline-2,5-diones.

XV



1. INTRODUCAO

1.1 O péncreas

A palavra pancreas deriva do grego “pan”, que significa “tudo” e “creas”, que
significa “carne”. Nos seres humanos é um orgao retroperitoneal que mede cerca de 12-
25 cm de comprimento e pesa aproximadamente 60-170 gramas (Figura 1). E dividido
em trés partes: cabeca (proximal), corpo e cauda (distal). A primeira encontra-se em
intimo contato com o duodeno, enquanto a Ultima com o hilo esplénico e flexura coélica
esquerda. O canal de Winsurg é um ducto excretério, o qual acompanha toda a extensao
do pancreas. Conecta-se ao duodeno atraves da ampola de Vater, onde se junta ao ducto
biliar. O esfincter de Oddi, juntamente com a ampola de Vater, regula a secrecdo
pancreatica no trato gastointestinal. O istmo corresponde ao estrangulamento do pancreas
unindo a cabeca ao corpo. O corpo se alonga da direita para a esquerda e continua-se com
a cauda pancreatica (KNOOP; WEINHOLD; BECKER, 2015; SLACK, 1995).

O pancreas € composto de unidades que regulam processos importantes como a
digestdo de proteinas, carboidratos e homeostasia da glicose. E uma glandula mista que
possui duas populacdes distintas de células, células exdcrinas e enddcrinas (BARON et
al., 2016; DUNNE; HEZEL, 2015; MILLER et al., 2017).

Artéria esplénica

Baco

Pancreas Ilhotas

pancreaticas

Bile Ductobliliar
(de vesicula biliar)

Ducto biliar comum

Duodeno Células alfa

Células beta

Acinos

Figura 1. O pancreas ¢ um 6rgado misto. Anatomia do péncreas e disposicdo das
principais células que constituem o pancreas endécrino. (Modificado de MONTENEGRO
JR; CHAVES; FERNANDES, 2016).



A parte exocrina do pancreas corresponde a 80% do 6rgdo, sendo constituida de
celulas acinares organizadas na forma de &cinos. As células acinares produzem e
secretam varias enzimas digestivas em sua forma inativa, tais como amilases, proteases,
lipases e nucleases. Estas enzimas sdo secretadas nos ductos pancreaticos e transportadas
até o duodeno, onde sdo ativadas. Possui também o epitélio ductal que produz mucina e
fluidos ricos em bicarbonato, Uteis na neutralizagdo do conteludo acido estomacal e que
contribuem para a digestdo dos alimentos (EDLUND, 2002; PERERA; BARDEESY,
2012; SLACK, 1995; ZHOU; MELTON, 2018). A secrecdo pancreatica consiste em um
componente aquoso o bicarbonato, e um componente enzimatico oriundo das celulas
acinares, sendo que sua liberacdo é regulada pela estimulagdo hormonal dada
principalmente pela secretina, colecistocinina e gastrina e também por estimulos neurais
(DOLENSEK et al., 2017; SLACK, 1995).

A funcdo enddcrina do pancreas ¢ desempenhada por aglomerados de células,
dispersas no tecido acinar pancreatico, denominados Ilhotas de Langerhans ou
pancredticas. Foram descritas pela primeira vez em 1869, por Paul Langerhans. O
pancreas adulto normal, contém cerca de 1 milhdo de ilhotas, o que constitui até 2% da
massa pancreatica. Sdo distribuidas irregularmente pelo parénquima exocrino, mais
densamente na regido da cauda (MONTENEGRO JR; CHAVES; FERNANDES, 2016).
Existem pelo menos 6 tipos de células pancreaticas descritas: a, o, B, PP, G e ¢.

Células a: Localizadas na periferia das ilhotas e correspondem a cerca de 15-20% das
células. S&o responsaveis pela sintese e secre¢éo de glucagon, glicentina, GRPP (peptideo
pancreatico relacionado com glicentina), GLP 1 e GLP 2 (peptideo tipo glucagon 1 e 2)
(EDLUND, 2002; MONTENEGRO JR; CHAVES; FERNANDES, 2016).

Células B: Localizadas na parte central das ilhotas pancreaticas e correspondem a
aproximadamente 70 — 80% das células. Sao responsaveis pela sintese e pela secregdo,
principalmente, da insulina e alguns polipeptideos como amilina e peptideo C (DUNNE;
HEZEL, 2015; EDLUND, 2002; SLACK, 1995).

Células o: Representam 5-10% das células das ilhotas pancredticas. Produzem
principalmente somatostatina, glucagon e horménio do crescimento (EDLUND, 2002;
MONTENEGRO JR; CHAVES; FERNANDES, 2016).

Células PP: Representam 1% das celulas das ilhotas pancreéaticas, e sdo encontradas
particularmente na regido posterior da cabeca do pancreas. Sao responsaveis pela sintese
do polipeptideo pancreatico, que ¢ liberado durante alimentacdo e outros estimulos vagais
(SLACK, 1995).



Células G: Representam 1% das células das ilhotas pancreaticas e produzem gastrina
(MONTENEGRO JR; CHAVES; FERNANDES, 2016).

Células &: S3o as menos numerosas, respondendo por 0,5-1% das células das ilhotas
pancreaticas e sdo responsaveis pela produgdo de grelina (MONTENEGRO JR;
CHAVES; FERNANDES, 2016).

1.1.1 Regulacéo das ilhotas pancreaticas

O pancreas é inervado pelos nervos parassimpatico e simpatico. As fibras eferentes
parassimpaticas se originam do ndcleo motor dorsal do nervo vago (localizado no tronco
encefalico) e sinapse com as células ganglionares intrapancreéticas e ativam 0s neur6nios
pos-ganglionares. Neurotransmissores como acetilcolina e hormdnios peptidicos
modulam a secrecdo pancreética através de alteracfes na atividade parassimpatica.

Os neurotransmissores provenientes de fibras parassimpaticas modulam a secrecao
hormonal das ilhotas pancreéticas. A acetilcolina estimula a liberagdo de insulina,
glucagon e polipeptideo pancreatico. Ja 0 polipeptideo intestinal vasoativo é amplamente
distribuido nas fibras parassimpaticas que inervam as ilhotas pancredticas e o trato gastro-
intestinal. O polipeptideo liberador de gastrina ¢ abundante nas fibras parassimpaticas do
pancreas, sendo liberado sob estimulagdo vagal. Estimula a secrecdo de insulina,
glucagon, somatostatina e polipeptideo pancreatico. Assim como a acetilcolina, age ati-
vando a fosfolipase C, a via inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol ( DAG),
aumentando a concentragdo de calcio intra-celular (CHANDRA; LIDDLE, 2009; ROSSI
et al., 2005).

As ilhotas pancreaticas também podem sofrer acdo dos neurotransmissores
provenientes de fibras simpéaticas como a noradrenalina, galanina e neuropeptideo Y. A
noradrenalina inibe a secregdo de insulina, diminuindo a concentragdo de AMPc ¢ de
calcio intra-celular e estimula a secregdo do glucagon. Tanto a secregdo basal de insulina
quanto a secrecdo estimulada podem ser inibidas pela galanina, presente tanto nas fibras
simpaticas que inervam as ilhotas, como no pancreas exocrino. J& o neuropeptideo
presente tanto na por¢do endocrina, quanto exocrina do pancreas, inibe a secre¢do de
insulina basal e estimulada (BORDEN et al., 2013).

As células das ilhotas pancredticas interagem entre si, permitindo regular e
sincronizar a liberacdo hormonal. O mecanismo ainda ndo esta totalmente esclarecido,

porém existem algumas possibilidades, como o contato ‘“célula-a-célula”, via
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comunicagdes juncionais, permitindo a passagem de moléculas e ions, despolarizacao da
membrana e propagagdo de estimulos. O padrio de microvasculatura da ilhota
pancreatica parece favorecer o fluxo sanguineo arterial do centro a periferia € permite
melhor agdo da insulina nas células o ¢ Y. Pode ocorrer também uma interacdo paracrina
devido a difusdo facilitada pelo intersticio (MONTENEGRO JR; CHAVES;
FERNANDES, 2016).

1.2 Cancer de pancreas

Os dois principais tipos de tumor pancredtico sdo o adenocarcinoma (ADP) que
representa aproximadamente 95 % dos casos e 0s tumores pancreaticos enddcrinos que
correspondem a menos de 5% (CONWAY et al., 2019; HIDALGO et al., 2015; ILIC;
ILIC, 2016). O mau prognostico desta neoplasia resulta da natureza silenciosa da doenca
que leva ao diagndstico tardio, do seu elevado potencial metastéatico e da resisténcia a
quimioterapia e radioterapia convencionais (HOSSEINI et al., 2017; PORUK; FIRPO;
MULVIHILL, 2014).

O Adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) origina-se nas células do epitélio
pancreatico ductal em que a sua transformacédo leva ao desenvolvimento de lesdes pré-
malignas e progressdo para carcinoma invasivo. A maioria dos estudos que utiliza o
termo ADP tem como sinénimo adenocarcinoma de células ductais, adenocarcinoma tipo
tubular, carcinoma de células ductais ou cancer de pancreas (SAMUEL; HUDSON, 2011;
SINGH et al., 2015).

As células acinares sé@o bem conhecidas por seu alto grau de plasticidade, o que leva a
regeneracdo do pancreas, pois ao contrario de outros érgdos do trato gastrointestinal, o
pancreas parece ndo ter um compartimento definido de células tronco. Em um processo
chamado metaplasia acinar-ductal (ADM), as células acinares se diferenciam para
fenotipos mais epiteliais, do tipo ductal, ao receber estimulos como por exemplo, danos
nos tecidos, condicdes inflamatorias ou de estresse (HRUBAN; FUKUSHIMA, 2007).
Durante a ADM, as células acinares adquirem caracteristicas semelhantes a células
progenitoras que as tornam mais suscetiveis a acertos pré-oncogénicos, como a exercida
pelo proto-oncogene KRAS, eventualmente transformando-as em neoplasias intra-
epiteliais pancreaticas (PanINs), sendo presentes na maioria dos tumores ADP (>
90%). Essa transformacdo € geralmente considerada como o passo inicial no

desenvolvimento de ADP, seguido de progressao sequencial envolvendo acertos
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genéticos em varios genes supressores de tumores como mostrado na figura 2. Além
disso, treonina-proteina cinase (AKT2) é frequentemente superexpressa, e a atividade de
seu regulador fosfoinositida 3-cinase (PI3K) é frequentemente elevada no ADP, levando

ao aumento da sobrevivéncia das células tumorais (ORTH et al., 2019; YU et al., 2018).
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Figura 2. O adenocarcinoma ductal pancreatico origina-se nas células do epitélio
pancreatico ductal. O KRAS constitutivamente ativo é suficiente para iniciar o
desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial pancreédtica (PanIN) e adenocarcinoma
ductal pancreéatico (ADP). (Modificado de ORTH et al., 2019)

Geralmente, o adenocarcinoma pancreatico surge na cabeca do pancreas infiltrando
os tecidos circundantes, incluindo vasos linfaticos, baco e cavidade peritoneal, e a
metéstase ocorre frequentemente no figado e nos pulmdes (VAREEDAYAH,;
ALKAADE; TAYLOR, 2018). Ao contrario de muitos outros tipos de cancer, a marca
registrada do céancer de pancreas € a presenca de um estroma fibroso denso
(desmoplasia), que é constituido por fibroblastos, células inflamatorias, pequenos vasos
sanguineos, citocinas e fatores de crescimento (AMRUTKAR; GLADHAUG, 2017).
Essa quantidade excessiva de tecido cicatricial que circunda as células epiteliais malignas
pode ser responsavel por até 90% do volume total do tumor. O microambiente estromal
formado atua como um contribuidor ativo para o crescimento e disseminag¢do do tumor,

uma vez que promove uma um microambiente tumoral hipoxico, acido e impermeavel



aos medicamentos, criando assim uma barreira as opg¢des de tratamento para acdo de
moléculas terapéuticas (DUNNE; HEZEL, 2015; MURTHY; ATTRI; SINGH, 2018).

1.3 Proteina RAS

Aproximadamente 150 pequenas GTPases foram identificadas pertencentes a
Superfamilia RAS, que pode ser dividida em cinco familias principais baseado nas
diferencas de sequéncia, estrutura e funcdo que sédo: RAS, RHO, RAN, RAB e ARF. A
propria familia RAS esta dividida em seis subfamilias: RAS, RAL, RIT, RAP, RHEB e
RAD (YAN; THEODORESCU, 2018).

As proteinas Ras pertencem a familia das proteinas G com atividade intrinseca de
GTPaésica, que rege Varias vias de sinalizacdo celular. Ras regula Varios processos
celulares como expressdo de genes, diferenciacdo, proliferagdo, sobrevivéncia celular,
entrada no ciclo celular e dindmica do citoesqueleto (AHEARN et al., 2011; BOURNE;
SANDERS; MCCORMICK, 1990; GOODSELL, 1999; RAJASEKHARAN; RAMAN,
2013).

Desde a identificacdo da proteina RAS na década de 1960, numerosos estudos
foram realizados para elucidar o mecanismo de atividade, a regulacdo, o trafego
intracelular e as vias regulatérias (VASAN; BOYER; HERBST, 2014). As modificacdes
pos-traducionais (PTMs) a que a proteina Ras é submetida permitem o seu correto
dobramento, localizacdo adequada, sinalizacdo, senescéncia e degragdo. Assim, as
proteinas Ras podem sofrer PTMs de diversas maneiras, incluindo farnesilacéo,
geranilgeranilacdo, protedlise, metilacdo, palmitoilacdo, isomerizacdo, fosforilacdo,
nitrosilacdo e ubiquitinagdo (AHEARN et al., 2011).

A proteina RAS termina numa sequéncia CAAX, em que C é uma cisteina, A ¢é
normalmente um aminodcido alifatico e X representa qualquer aminoacido (AHEARN et
al., 2011; NGUYEN; GOODY; ALEXANDROV, 2010). A farnesiltranferase (FTase) e
geranilgeranilltranferase tipo | (GGTase-I) reconhecem a sequéncia CAAX, promovem
a ligacdo dos grupos farnesilo e geranilgeranilo a proteina, respectivamente. Sendo que, o
residuo X € que determina se ocorrerd a farnesilacdo ou geranilgeranilagdo da proteina
com a terminacdo CAAX. Se o residuo X for uma serina, metionina ou glutamina, a
proteina serd substrato preferencialmente de uma FTase; mas se X for leucina ou
fenilalanina, o substrato serd ativado preferencialmente por GGTase-I (FU et al., 1996;
SEABRA et al., 1991). A FTase catalisa a adicdo de um grupo farnesilo a proteina RAS



que é constituido de 15 carbonos, ja GGTase-l adiciona um grupo geranilgeranilo
formado por 20 carbonos (AHEARN et al., 2011; WALKER; OLSON, 2005).

A Ras para exercer sua atividade na transducéo de sinais deve estar localizada na
regido citoplasmatica aderida a membrana celular para ser ativada, de onde medeia sinais
externos para o ndcleo. Assim, a Ras presente no citosol ird passar pela acdo catalitica da
FTase ou GGTase-l, para que lhe seja adicionado um grupo isoprendide farnesilo ou
geranilgeranilo (Figura 3), respectivamente, a cisteina do residuo CAAX . O complexo
CAAX-proteina-isoprendide formado fica ligado a superficie do reticulo endoplasmatico
e serd clivado pela enzima conversora de Ras (Rcel), promovendo a remocdo dos
residuos AAX. Em seguida, o residuo de cisteina € metilado por isoprenilcisteina
metiltransferase (Icmt). Em seguida a Palmitoil CoA adiciona grupos de cadeia longa a
cisteina, 0 que aumenta a hidrofobicidade da Ras , favorecendo sua interacdo com a
membrana. O complexo é transportado para membrana plasmatica pela palmitoil
transferase (COX; DER, 2002; SHEN et al., 2015).

Membrana Plasmatica
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Figura 3. Vias de modifica¢bes pos-traducionais mediadas pela farnesiltranferase
(FTase) e geranilgeraniltranferase | (GGTase-1). Enzima conversora de Ras (Recl),
Isoprenilcisteina metiltransferase (lcmt), Reticulo endoplasmatico (RE). (modificado
SHEN et al., 2015)



RAS recebe um sinal estimulatdrio, que substitue o difosfato de guanosina (GDP)
a ela associado por trifosfato de guanosina (GTP); esse processo é catalisado por fatores
de troca de nucleotideo de guanina (GEFs) presentes no citoplasma das células. A RAS se
encontra no estado “ativado” quando ligada a GTP, nesta condicao se torna ativa e capaz
de se ligar a numerosas proteinas parceiras, denominadas ‘“efetoras”, nas quais as
interagcOes ras-efetor induzem a uma cascata de sinalizagBes. A hidrolise de GTP e
mediada pela sua interacdo com proteinas ativadoras de guanina (GAPS), também
presentes no citoplasma das células, que conduzem a proteina ao seu estado “inativado”
através da desfosforilacdo da molécula de GTP, deixando a RAS ligada a GDP (Figura 4
a). Se as interagdes com GEFs ou GAPs ndo forem adequadamente controladas, isto pode
aumentar os niveis de proteinas Ras na condi¢do “ativada” conduzindo a hiperatividade
da proteina Ras (Figura 4 b) o que desencadeia a sinalizacdo oncogénica
(CHANDRASHEKAR; ADAMS, 2013; GOODSELL, 1999; RAJASEKHARAN;
RAMAN, 2013; VASAN; BOYER; HERBST, 2014). Mutacdes pontuais podem
bloguear proteina RAS no seu estado ativo, o que leva a uma sinalizacdo celular aberrante
mesmo na auséncia de sinais externos, o que leva ao desenvolvimento do cancer.
(RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013).
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Figura 4. Atividade da proteina Ras. a- Sinalizacdo de Ras normal. b- Sinalizacdo de
Ras oncogénica. As mutacGes de Ras as mantém retidas no seu estado ativado ligada a

GTP ativada e a célula recebe continuamente sinais proliferativos. Fatores de troca de



nucleotideo de guanina (GEF), Proteina ativadora de guanina (GAP), difosfato de
guanosina (GDP), trifosfato de guanosina (GTP), (modificado BRYANT et al., 2014).

O genoma humano possui trés genes que codificam quatro isoformas da
proteina RAS: HRAS, KRAS4a, KRAS4b e NRAS (MITIN; ROSSMAN; DER, 2005;
WENNERBERG; ROSSMAN; DER, 2005). O dominio catalitico, também referido como
0 dominio G, é altamente homologo entre trés proteinas RAS, a K-Ras, H-Ras e N-Ras.
Os primeiros 80 aminodcidos sdo idénticos, e 0s subsequentes 85 aminoécidos diferem
em apenas 5 % (GYSIN et al., 2011).

De modo geral, para adquirir malignidade as células cancerigenas passam por uma
série de mutacdes genéticas sequenciais (XIAO et al., 2014). Os genes com potencial
tumorigénico primeiramente identificados foram H-ras (Harvey) e K-ras (Kirsten) os
quais foram identificados em virus relacionados ao sarcoma em ratos (DOWNWARD,
2003). Estudos posteriores identificaram um terceiro gene, o N-ras relatado pela primeira
vez em células de neuroblastoma humano (RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013). Em
termos de distribuigdo de muta¢des Ras no cancer (Figura 5), a mutagdo Kras representa
85%, Nras 12%, Hras 3%. As mutacdes Kras sdo mais comuns no cancer de pancreas
(90% forma predominante), do colon, trato biliar e do pulmé&o. Ja Nras sdo mais comuns
no cancer de pele e sistema hematopoiético. As alteracdes de Hras sdo as mais comuns no
cancer de cabeca, pescoco e trato urinario (VASAN; BOYER; HERBST, 2014).

801
KRAS
0y [DOS B NRAS
sotacse: (GO B HRAS
m-
204
i e
L0+ T T T T T T T l'
Pancreas Colorretal Trato Pulmio Pele Hematolégico Trato Cabecae
Biliar Urinario Pescoco

Figura 5: Gréafico com a porcentagem de mutagdes RAS associadas pra cada tipo de
cancer (VASAN; BOYER; HERBST, 2014).

Entre as isoformas de Ras (Figura 6), as mutagcdes mais comuns estdo nos residuos
G12, G13 e Q61. Mutantes G12 e G13 dificultam a ligacdo de Ras ao GAPs, j& mutante

Q61 impede a coordenacdo de uma molécula de dgua necessaria para a hidrdlise de GTP,



0 que resulta em Ras-GTP que ¢ seu estado “ligado” (SCHEIDIG; BURMESTER,;
GOODY, 1999; VASAN; BOYER; HERBST, 2014). No cancer de pancreas as mutagoes
mais comuns de Kras sdo G12D, G12V e G12R. Ao contrério de Hras e Nras, as
mutacdes Q61 em Kras sdo muito raras (BRYANT et al., 2014; PYLAYEVA-GUPTA;
GRABOCKA,; BAR-SAGI, 2011)
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Figura 6. As mutacdes predominantes nas isoformas Ras (modificado de (COX et al.,
2014).

A sinalizacdo desregulada de Ras leva a progressdo oncogénica por promover
desajustes no ciclo celular, na proliferacdo, na diferenciacdo celular, na motilidade,
alteracdoes no processo apoptético e no metabolismo celular, modificacdes no
microambiente, evasdo da resposta imune, aumento da angiogénese e metastase
(BRYANT et al., 2014; COX; DER, 2003; DOWNWARD, 2003; SHIELDS et al., 2000;
VASAN; BOYER; HERBST, 2014).

1.4 Vias efetoras de RAS

As vias de sinalizacdo sdo importantes para manter as fungdes bioldgicas de todos
0s subtipos celulares, dentro de um organismo, operando tanto em células saudaveis
qguanto em células cancerigenas. A desregulacdo das redes celulares interconectadas
resulta em varias doencas, incluindo o cancer. A sinalizagdo celular aberrante também
regula outras caracteristicas moleculares do cancer, como a evasdo de supressores de
crescimento, a resisténcia a morte celular, a replicacdo desregulada, angiogénese, 0
metabolismo do tumor, a modula¢do imunoldgica, a perda de ades&o ao tecido de origem
e ativacdo da migracdo celular, tais caracteristicas resultam na colonizacdo de locais
restrito do tecido a outros tipos celulares, a invasdo de vasos sanguineos e linfaticos,

dispersdo pelo organismo e colonizacdo de regides distantes do tumor priméario o que é
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caracterizado como metastase (CREIXELL et al., 2015; FOUAD; AANEI, 2017,
HANAHAN; WEINBERG, 2011; MURTHY; ATTRI; SINGH, 2018).

Acredita-se que a sinalizagdo oncogénica do KRAS no ADP passe por trés vias
efetoras altamente complexas: Raf/Mek/Erk; PI3K/ Pdk1/AKT e a via do fator de troca
de nucleotideos da guanina Ral que sdo mostradas na figura 7. A ativacdo aberrante
dessas vias promove a sobrevivéncia celular e crescimento e proliferacdo ilimitados,

impulsionando a carcinogénese (CAO et al., 2019).

Sinalizacdo oncogénica

Figura 7. Sinalizacdo oncogénica mediada por proteina Ras. (MEK) cinase da
proteina cinase regulada por sinal extracelular, (ERK) cinase regulada por sinal
extracelular, (P13K) fosfatidilinositol 3-cinase, (AKT) Treonina-proteina cinase, (nTOR)
alvo da rapamicina em mamifero (RALGDS), Estimulador de dissociacdo de
nucleotideos de guanina Ral, (RLIP) Proteina 1 de ligacdo a RalA (VASAN; BOYER;
HERBST, 2014).

Aproximadamente 60% de todos os pacientes com ADP apresentam desregulacao
na via de sinalizacdo PI3K / AKT (Figura 8), devido a modulacdo da sinalizacdo de K-
Ras mutante. A atividade da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) é importante para a
proliferacdo celular, apoptose, migracdo, metabolismo, sintese de proteinas, rearranjo do
citoesqueleto e resposta a fatores de crescimento e transformacdo celular. Além disso,
demonstrou-se que cerca de 4% dos casos de tumores ADP apresentam mutagdo no gene
PIK3CA. Além do K-Ras, o PI3K pode ser ativado por uma variedade de mutacdes
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oncogénicas e receptores de fatores de crescimento presentes na superficie das células
cancerigenas. O PI3K regula diversas cascatas de sinalizacdo como: mTOR, fator nuclear
kB (NF-kB), glicogénio sintase cinase beta 3 (GSK3p), vias p27 ¢ Bad-Bax, entre outras
(ESER et al., 2014; FOUAD; AANEI, 2017; LI et al., 2018; MURTHY; ATTRI; SINGH,
2018).
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Figura 8. A rede de sinalizagdo PI3K-AKT. Esquematicamente, fatores de crescimento,
citocinas ou quimiocinas podem estimular a ativagéo tirosina cinases receptoras (RTK).
Isso permite a ativacdo de intermediarios importantes de sinalizacdo capazes de ativar
PI3K. Essas cinases catalisam a conversdo de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) em
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3), que séo capazes de recrutar proteinas contendo
0 dominio da homologia da pleckstrina (PH), como AKT, complexo mTOR 2 (mMTORC2)
e cinase 1 dependente de fosfoinositida (PDK1); a interagdo de PDK1 ou mTORC2 com
AKT pode desencadear sua ativacdo. Finalmente, o AKT ativa o complexo mTOR 1

(mTORC1) , que promove o crescimento celular e sintese de proteinas. AKT fosforila
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uma série de proteinas celulares incluindo GSK3a, GSKp, fatores de transcrigdo FOXO,
MDM2, BAD e p27KIP1 para facilitar a sobrevivéncia e a entrada no ciclo celular. Além
disso, o0 AKT fosforila e inativa Tuberina, uma proteina ativadora de GTPase (GAP) para
0 homologo de Ras, Rheb. Inativacdo de Tuberin permite que o Rheb ligado ao GTP
acumule e ative o complexo mTOR /mTORC1, que regula a sintese de proteinas,
traducdo de RNA, crescimento celular e autofagia. Modificado (O’DONNELL et al.,
2018).

A familia de lipidios-cinases denominadas fosfatidilinositol 3-cinase foi
identificada em meados da década de 1980, cuja atividade ¢ a transformacéo do grupo 3'-
OH do anel inositol em fosfatidilinositois (PlI) (VANHAESEBROECK et al., 2010). As
PI3Ks foram classificadas em quatro grupos que sao expressos na maioria das linhagens
celulares de cancer de pancreas (CAO et al., 2019; MURTHY; ATTRI; SINGH, 2018):
-PI3K | ¢ dividida em IA e IB, e foram amplamente estudadas, sendo implicadas no
cancer de pancreas. A PI3K IA é composta por trés isoformas da subunidade catalitica
conhecida como pl110a, pl110p e pl1105, sendo ativada pelo receptor tirosina cinase
(RTK). Ja a classe IB abrange apenas p110y sendo ativada pelos receptores acoplados a
proteina G. A cascata de sinalizacdo PI3K é ativada por estimulacdo de RTKSs, o que
resulta no recrutamento de PI3Ks, que impulsiona PIP , gerando fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP 3). O segundo mensageiro PIP 3 resultante recruta ainda proteinas de
sinalizacdo para a membrana celular. Uma dessas proteinas € a serina / treonina cinase,
cinase dependente de fosfoinositida 1 (PDK1), que é um ativador conhecido da AKT
(BAER et al., 2015) .

-PI3K 1II é composta por PI3KC2 a, B e y . PI3KC2 interage com proteinas adaptadoras
que controlam etapas distintas dos processos de trafego vesicular, como endocitose e
reciclagem de vesiculas, sua regido terminal C se liga a membranas contendo PIP ,,
permitindo o recrutamento de PI3KC2a pela membrana (MURTHY; ATTRI; SINGH,
2018).

-PI3K 111, possui uma Unica subunidade catalitica chamada Vps34, catalisa a sintese de
fosfatidilinositois (PtdIns) em membranas intracelulares distintas e desempenha um papel
critico na regulacéo de proteinas, formacdo de autofagossomos, maturacdo endossomo-
lisossomo e citocinese (MURTHY; ATTRI; SINGH, 2018).
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-PI3K 1V sdo proteinas cinases Ser / Thr, incluindo ataxia telangiectasia mutada (ATM),
telangiectasia de ataxia e proteina dependente de DNA relacionada a Rad3 e mTOR
(CAO et al., 2019).

O AKT, também chamado de proteina cinase B (PKB), pertence a familia AGC
cinase, e € um mediador primario da via de sinalizacdo PI3K. Inicialmente foi
identificada como um regulador da sinalizacdo do receptor de insulina. A familia AKT
cinase inclui AKT1, AKT2 e AKT3, que apresentam homologia estrutural, mas possuem
caracteristicas distintas. AKT é composta pelos trés dominios a seguir: (1) um dominio
PH de homologia de pleckstrina N-terminal, (2) um dominio de extensdo C-terminal
(EXT) contendo um motivo hidrofébico regulador (HM) e (3) um catalisador de cinase
central dominio da subunidade (CAT) (CHENG et al., 2005). Apds a ativacdo do PI3K,
AKT é recrutado para a membrana plasmatica através da interacdo do dominio de
homologia da pleckstrina com lipidios da membrana. A AKT recrutada é fosforilada por
PDK1 nos residuos Thr308 e por mTORC2 em Ser473 (MURTHY; ATTRI; SINGH,
2018). A AKT ativada é translocada o para o nucleo e medeia a ativagao e inibicdo de
varios alvos, resultando em sobrevivéncia celular e crescimento e proliferacdo celular
(MEIER et al., 2005).

A via Ras-MAPK vem sendo identificada em uma variedade de células e tecidos
cancerosos, em que defeitos em H-ras, K-ras e N-ras sdo frequentemente detectados, e
sdo conhecidos por desequilibrar essas vias de sinalizacéo, levando ao desenvolvimento
de tumores (FERNANDEZ-MEDARDE; SANTOS, 2011; GYSIN et al., 2011;
RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013; TAKAI; SASAKI; MATOZAKI, 2001). As
proteinas ERK estdo envolvidas em respostas celulares a fatores de crescimento e outros
mitdgenos e exercem acOes regulatdrias sobre mecanismos de proliferacdo e
diferenciacdo (THOMAS; HUGANIR, 2004). A via de sinalizacdo ERK ¢ iniciada por
diversos estimulos extracelulares, capazes de ativar receptores tirosina cinase (RTK), que
através de um proteina adaptadora, como Grb2/SOS pode ativar Ras, uma proteina G.
Ras recruta Raf (MAP3K), uma serina-treonina cinase, que ativa MEK (cinase da
proteina cinase regulada por sinal extracelular), uma MAP2K, que fosforila ERK num
residuo de treonina e tirosina, ativando-a (KIM; CHOI, 2010).

Na Ultima década a via de sinalizagdo RALGDS-RAL surgiu como um terceiro
importante eixo efetor de sinalizagdo da RAS. O gene RAL foi identificado inicialmente

em 1986, sendo importante em varias atividades celulares, incluindo, glicolise, autofagia,
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secrecdo, manutencdo da polaridade, apoptose e transcri¢do. Ja os genes RALA e RALB
humanos foram identificados trés anos depois (YAN; THEODORESCU, 2018). RALA e
RALB, apesar de compartilharem 82% de semelhanga entre si no nivel de amino&cidos,
estdo associados a fungbes bioldgicas distintas especialmente no cancer humano. O
RALA ¢ importante para o crescimento do tumor, enquanto o RALB é importante para a
metastase e invasdo do tumor (GUIN; THEODORESCU, 2015).

1.5 Epidemiologia

O céncer de pancreas é uma das mais letais neoplasias, sendo considerada a quarta
principal causa de mortes relacionadas ao cancer em todo o mundo (ORTH et al., 2019).
E considerado o décimo primeiro cancer mais comum, no entanto, a maior incidéncia e
mortalidade ocorrem em paises desenvolvidos. Tipicamente apds o diagnostico, apenas
24% das pessoas sobrevivem 1 ano e de 2014 a 2018 a taxa de sobrevida de 5 anos para o
cancer de pancreas aumentou de 6% para 9%, o0 que mostra avancos no conhecimento dos
potenciais fatores de risco e em ferramentas para diagndstico precoce (CHITTIBOYINA
etal., 2018; ILIC; ILIC, 2016; RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI, 2019).

Segundo GLOBOCAN 2018, o cancer pancreatico causou 432.242 novas mortes
(4,5% de todas as mortes causadas por cancer), sendo que 458.918 novos casos de cancer
foram relatados em 2018 (representando 2,5% de todos os canceres). Estima-se uma
tendéncia no aumento da incidéncia de cancer pancreatico e mortalidade de 2018 a 2040
(BRAY etal., 2018).

A taxa de mortalidade do cancer de pancreas em homens e mulheres aumenta com
a idade, e quase 90% de todas as mortes ocorrem apds 0s 55 anos de idade. Em 2018,
foram relatados mundialmente 243.033 casos em homens e 215.885 em mulheres. Na
ultima década, foi observada uma tendéncia para o aumento da incidéncia e das taxas de
mortalidade de cancer pancreatico, independentemente do sexo (BRAY et al., 2018;
RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI, 2019a).

O céncer de pancreas e responsavel por cerca de 3% de todos os canceres nos
EUA e cerca de 7% de todas as mortes por cancer. As estimativas para o cancer de
pancreas nos Estados Unidos para 2019 sdo: aproximadamente 56.770 pessoas (29.940
homens e 26.830 mulheres) serdo diagnosticadas com cancer de pancreas e cerca de
45.750 pessoas (23.800 homens e 21.950 mulheres) morrerdo de cancer de pancreas
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).
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No Brasil, o cancer de pancreas € responsavel por cerca de 2% de todos os tipos de
cancer diagnosticados e por 4% do total de mortes por cancer. N&o dispomos de
publicacOes atualizadas sobre a ocorréncia do cancer de pancreas, uma vez que as taxas
de incidéncia desse tumor registradas pelo INCA néo séo publicadas junto a estimativa
anual das neoplasias mais frequentes no pais. Em 2015 o nimero de mortes causadas por
cancer de pancreas foi de 9.464, sendo 4.654 homens e 4.808 mulheres (INCA, 2018).

1.6 Fatores de risco

A identificacdo dos fatores de risco € essencial para a prevencao da doenca, uma
vez que alguns fatores podem ser potencialmente modificados (ILIC; ILIC, 2016).
Atualmente, as causas do cancer de pancreas sdo insuficientemente conhecidas, embora
alguns fatores tenham sido identificados, entre eles estdo incluidos: idade avancada, sexo,
raca, obesidade, diabetes, tabagismo, histéria familiar, etilismo, dieta, pancreatite,
inatividade fisica, doengas familiares hereditarias, etnia e atividade ocupacional. Também
foram identificadas associacbes entre cancer de pancreas com o virus da
imunodeficiéncia humana, virus da hepatite B, grupo sanguineo ABO, e Helicobacter
pylori (ARDENGH; COELHO; OSVALDT, 2008; YEO, 2015).

A idade avancada é um fator de risco importante para o desenvolvimento da
maioria dos tipos de cancer, principalmente do adenocarcinoma pancreatico (BOSETTI et
al., 2012). O predominio da ocorréncia deste tipo de cancer é entre as idades de 40 a 80
anos, sendo que em média o diagnéstico do cancer pancreatico se da aos 71 anos. Em
apenas 0,1% dos casos sdo encontrados em individuos com menos de 20 anos de idade,
cerca de menos de 3% dos casos séo diagnosticados em pessoas com menos de 44 anos e
54% dos casos sdo encontrados entre pessoas dentro da faixa etaria 65 e 84 anos (ORTH
etal., 2019; YEO; LOWENFELS, 2012).

O sexo masculino € ligeiramente mais propenso a desenvolver cancer pancreatico
guando comparado ao sexo feminino. Isto pode dever-se, pelo menos em parte, pela taxa
de tabagismo mais alta nos homens do que nas mulheres (MAISONNEUVE;
LOWENFELS, 2010). Um estudo de coorte realizado por Andersson et al. relata no
entanto, que a taxa de incidéncia de cancer de pancreas ndo diferiu significativamente
entre homens e mulheres, o que confirma a taxa de incidéncia contemporanea igual de
cancer de pancreas entre 0s sexos (ANDERSSON et al., 2016).
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Negros com cancer de pancreas tém um progndstico geral pior quando comparado
aos brancos, estagio por estadgio, com maior taxa de incidéncia e mortalidade, e ainda
estdo mais sujeitos a ficarem de fora de coberturas de estratégias de tratamento
atualmente disponiveis. Durante décadas, a taxa de incidéncia de cancer de pancreas entre
0s negros foi 30% a 70% maior do que em outros grupos raciais nos Estados Unidos e a
taxa de sobrevida em 5 anos é de aproximadamente 5%. Diabetes e obesidade foram
identificados como fatores potencialmente predisponentes ao cancer de pancreas e ambos
sdo mais comuns entre os negros (RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI, 2019).0
tabagismo continua a ser um dos fatores de risco mais importantes para o cancer de
pancreas e as taxas de tabagismo séo mais altas entre os negros do que em outros grupos
raciais. Ha também evidéncias sobre diferencas raciais nas alteracdes de metilacdo do
DNA no tecido normal e durante a oncogénese, incluindo o desenvolvimento de cancer
de pancreas (SCARTON et al., 2018). Além disso 0s negros possuem 2-3 vezes maior
risco de desenvolver pancreatite do que os brancos (YADAV; MUDDANA;
O’CONNELL, 2012).

A obesidade é um fator de risco para varios tipos de cancer, incluindo cancer de
pancreas (YADAV; LOWENFELS, 2013). O excesso de indice de massa corporal (IMC)
representa o segundo fator de risco mais associado ao ADP com um aumento na morte
por cancer de mais de 20 a 40% (CASCETTA et al., 2018). O indice de massa corporal
de pelo menos 30 Kg/m? foi associado com um risco maior de desenvolver cancer
pancreatico comparado com um IMC inferior a 23 Kg/m2 (DE GONZALEZ;
SWEETLAND; SPENCER, 2003; LARSSON et al., 2005). Nos Estados Unidos cerca de
16,9% de todos os casos de ADP sdo estimados como atribuiveis ao excesso de peso
corporal. Além de promover a tumorigénese, a obesidade também pode complicar o
tratamento de céancer ja estabelecido, ndo apenas alterando a farmacocinética e a
farmacodindmica dos medicamentos administrados, mas também modulando o
microambiente tumoral (CHANG; EIBL, 2019). Com base nas evidéncias acumuladas, a
via de sinalizacdo PI3K/AKT é necessaria para 0 metabolismo normal devido as suas
caracteristicas, e seu desequilibrio leva ao desenvolvimento de obesidade e diabetes
mellitus tipo 2 (CANTLEY, 2018; HUANG et al., 2018).

O tabagismo aumenta o risco de cancer de pancreas em pacientes com pancreatite
hereditaria de 54 vezes para 154 vezes em comparagdo com a populacdo de ndo fumantes
(LOWENFELS et al., 2001). A fumaga do cigarro contém uma mistura complexa de mais
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de 4000 compostos que apresentam efeitos cancerigenos, que influenciam nos aspectos
da biologia do tumor, incluindo iniciagdo, progressdo e metastase por meio de mutacdes,
inflamacdo e imunossupressdo. A exposicdo a fumaca pode aumentar a expressao dos
fatores de crescimento, levando a uma progressdo mais rapida do ADP. Nos Estados
Unidos cerca de 10,2 % de todos os casos de ADP sdo devido ao tabagismo (CHANG;
EIBL, 2019). O céancer de pancreas pode desenvolver em média 20 anos antes em
fumantes do que em ndo fumantes (BRAND et al., 2007).

Apesar de pacientes que nunca consumiram alcool poderem desenvolver pancreatite,
0 éalcool parece aumentar a sensibilidade do péancreas a lesbes por outros fatores
(PANDOL et al., 2011). A ingestdo crénica de alcool pode causar comprometimento
estrutural e funcional no pancreas. Essas alteragdes levam ao contato avangado entre a
catepsina B (enzima lisossomica que ativa o tripsinogénio) e as enzimas digestivas,
resultando em ativacdo intracelular prematura das enzimas digestivas e lesdo
autodigestora no pancreas (ZHANG et al., 2017). O alto consumo de alcool (mais de trés

doses por dia) aumenta o risco de cancer de pancreas (CAMARA et al., 2016).

Fatores alimentares tém impacto de 30 a 50% no cancer de pancreas, e ha evidéncias
de que certos alimentos estdo associados a um risco maior, enquanto outros sdo até
protetores (RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI, 2019). O consumo de carnes vermelhas
(especialmente quando cozidas em alta temperatura), carnes processadas, colesterol,
frituras e outros alimentos contendo nitrosaminas pode aumentar o risco de cancer de
pancreas. Em um estudo de coorte multiétnico foi mostrado que o consumo de carne
vermelha processada foi associado a um risco aumentado de cancer de pancreas (PANG
et al., 2019). As substancias cancerigenas relacionadas com os métodos de preparacdo da
carne podem ser responsaveis pela associacdo com o surgimento do cancer de pancreas
(NOTHLINGS et al., 2005). Os resultados de uma metanalise que incluiu 11 estudos de
controle de casos mostraram que a ingestdo de carne vermelha aumentou o risco de
cancer de pancreas em cerca de 48%. Por outro lado, 0 alto consumo de vegetais e frutas,
especialmente os enriquecidos com antioxidantes, tem acdo protetora, diminuindo o risco

do desenvolvimento do adenocarcinoma pancreatico (PALUSZKIEWICZ et al., 2012).

Ran e colaboradores (2016) realizaram uma metanalise de atualizacdo de estudos de
coorte para verificar a associagdo entre o consumo de café e orisco de cancer de
pancreas e concluiram que alto consumo de café estd associado a um risco reduzido
de cancer pancredtico (RAN; WANG; SUN, 2016). Ja um estudo de meta-
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analise mostrou que o consumo de café esta relacionado com o risco crescente de cancer
de pancreas de maneira dose-resposta (LI et al., 2019b). No cancer de pancreas exocrino,
0 gene K-ras pode ser ativado com menor frequéncia entre os bebedores de café nédo
regulares do que entre os bebedores regulares. Assim a cafeina ou outros compostos do
café parecem modular a ativacdo de K-ras (PORTA et al., 1999, 2009). A associacao
entre o consumo de café e orisco de cancer de pancreas tem sido extensivamente
estudada; no entanto, ndo ha concluséo consistente, sendo necessarios mais estudos. Dieta
rica em flavonoides, 6mega-3, vitamina D, frutas e legumes parecem proteger células

acinares, reduzindo o risco de cancer pancreatico (BARONE et al., 2016).

A proporcao global de cancer de pancreas que pode ser atribuida a fatores de risco
ocupacional ndo excede 5% (LOWENFELS; MAISONNEUVE, 2003). Em uma reviséo
publicada em 2012, Andreotti e Silverman descreveram associagdes positivas em que a
exposicdo a compostos organoclorados presentes em pesticidas, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, metais pesados, nitrosaminas e radiacfes ionizantes estdo
envolvidos na fase de iniciagdo do cancer de pancreas. Assim, € consenso que 0S
compostos organoclorados e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos sdo 0s principais
agentes ligados a exposi¢do ocupacional e ao risco do desenvolvimento do cancer de
pancreas (ANDREOTTI; SILVERMAN, 2012; BARONE et al., 2016). Os agricultores,
os trabalhadores de manutencdo predial e da industria de petrleo sdo os grupos com
maior exposicao a substancias que aumentam o risco de desenvolver esta doenca (INCA
2018).

A susceptibilidade ao céncer de pancreas pode estar associada ainda ao tipo
sanguineo. Individuos com grupo A, AB ou B estdo no grupo de maior probabilidade de
desenvolver carcinoma pancreatico em comparagao com individuos com o tipo sanguineo
O (BARONE et al., 2016; RAWLA; SUNKARA; GADUPUTI, 2019).

O cancer de pancreas é comumente associado a mutacdes ativadoras no
oncogene KRAS (mutada em mais de 90% de todos os casos de ADP) (ORTH et al.,
2019). Para um subgrupo de aproximadamente 10% de todos os pacientes com ADP, as
predisposicdes genéticas representam um fator de risco, como mutacbes na linha
germinativa nos genes BRCA1/2, PALB2, ATM, MLH1, MSH2,
TP53, SMAD4 e CDKN2A / pl16, PRSS1 e STK11 (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019). Por outro lado, as alteracbes na metilacdo do DNA dos genes FAM150A,
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ONECUT1 e RASSF10 estdo fortemente associadas a progressao do cancer de pancreas
(SCARTON et al., 2018).

Os fatores de risco sdo categorizados em trés escalas de associacdo com ADP:
baixo (aquele aumentado de 1 vez a 5 vezes a chance de desenvolver ADP, se comparado
a populacdo normal), moderado ( 5 a 10 vezes) e o elevado (superior a 10 vezes o0 normal
de desenvolver ADP) (ARDENGH; COELHO; OSVALDT, 2008; BRAND et al., 2007).
Estes dados estéo indicados na tabela 1.

Tabela 1 Categorizacdo dos fatores de risco em trés escalas de associagdo com ADP
Modificado (ARDENGH; COELHO; OSVALDT, 2008; BRAND et al., 2007)

Sexo masculino

Negros

Judeus de ascendéncia asquenaze

Obesos

Fumantes

Diabéticos

Individuos com infecgéo por Helicobacter pylori

Individuos com histéria de qualquer tipo de cancer (parente de primeiro grau)

Individuos com cancer colorretal hereditario ndo polipose

Individuos com histdria familiar de cancer de pancreas (parente de primeiro grau)

Individuos com mutagdo genética BRCAL

Individuos com histdria familiar de cancer de pancreas (dois parentes de primeiro grau)

Individuos com fibrose cistica

Individuos com pancreatite cronica

Individuos com mutacdo genética BRCA2

Historico familiar de melanoma atipico familiar com mutacéo p16 e pelo menos um caso de cancer de pancreas em
parente de primeiro grau ou segundo grau

Individuos com Sindrome de Peutz-Jeghers

Individuos com pancreatite hereditaria

Historico familiar de cancer de pancreas em trés ou mais parentes de primeiro, segundo ou terceiro grau

Individuos com mutagdes em BRCAL e BRCA2, com pelo menos um parente de primeiro e segundo grau com cancer
de péncreas




1.7 Sinais e sintomas

O adenocarcinoma ductal pancredtico pode ser considerado uma "doenca
silenciosa”, uma vez que frequentemente ndo apresenta sintomas até que a doenca esteja
em estagio avancado e tenha metastizado para 6rgaos circunvizinhos. O ADP é uma
neoplasia maligna altamente agressiva caracterizada pela auséncia de sintomas precoces e
com um potencial metastatico elevado, o que determina 0 seu mau progndstico
(VYCHYTILOVA-FALTEJSKOVA et al., 2015).

O estéagio inicial da doenca geralmente ndo apresenta sintomas especificos, o que
contribui para o retardo do diagnoéstico, no entanto, este tipo de cancer é mais dificil de
tratar quando ele é encontrado em suas fases mais tardias. Assim sintomas vagos muitas
vezes sdo ignorados como astenia, anorexia, saciedade que geralmente precedem quatro
meses antes da ictericia indolor (olhos e pele amarelos, urina escura) e ou da dor
abdominal. A ictericia e a dor abdominal s&o os sintomas que levam o paciente a procurar
atendimento médico (GULLO et al., 2001; MODOLELL; GUARNER; MALAGELADA,
1999; PORTA et al., 2005).

Outros sintomas mais perceptiveis sdo perda de apetite e perda macica de peso,
fraqueza, diarreia e tontura (BAER et al., 2015). Podem apresentar também esteatorreia,
dor ao ingerir alimentos, dispepsia, perda de apetite, nausea e vémito, diabetes, trombose
venosa profunda e depressdo (GARTNER et al., 2016).

Nem todos 0s pacientes terdo os sintomas relatados, uma vez que os sintomas
dependem da regido onde esta localizado o tumor. O tumor que atinge a cabeca do
pancreas provoca ictericia indolor devido a pressdo exercida sobre o ducto biliar,
possivelmente ocorre a esteatorreia (HACKERT; SCHUTTE; MALFERTHEINER,
2014). A bilirrubina normalmente é responsavel pela cor marrom das fezes, se o ducto
biliar estiver bloqueado, as fezes podem se tornar palidas ou acizentadas. Além disso, as
fezes se tornam gordurosas, uma vez que a bile e enzimas pancreéaticas ndo podem chegar
até o intestino para realizar a quebra da gordura. Pacientes com tumor no corpo ou cauda
do pancreas geralmente ndo apresentam ictericia, mas o tumor pode crescer o bastante e
comegar a pressionar outros 6rgaos proximos, o que pode causar uma dor na parte
superior do abdémen irradiando para a parte de tras (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019).
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1.8 Diagnostico

Durante os Ultimos anos, muitos estudos estdo sendo realizados para determinacéao
de biomarcadores que podem estar presentes durante as fases iniciais do desenvolvimento
do tumor pancreatico. Varios biomarcadores foram propostos para a deteccdo de cancer
pancreatico, porém ainda ndo possuem aplicabilidade clinica. O antigeno de carboidrato
CA 19-9 ¢ atualmente o Unico biomarcador recomendado para ADP, uma vez que fornece
importantes informacdes em relacdo ao prognoéstico, avaliacdo da ressecabilidade e
tomada de decisdo sobre a terapia neoadjuvante (SWORDS et al., 2016). O CA 19-9
descrito por Klopowski em 1979, é uma glicoproteina do tipo mucina, de alto peso
molecular (>400 KDa), que possui uma estrutura sialica originada do antigeno do grupo
sanguineo Lewis, sendo um tetrasacarideo (com a sequéncia Neu5Aca2-3GalB1-3[Fucal-
4]GlcNACcP) que usualmente esta associado a superficie das células através de ligacdo O-
glicana, desempenhando papel central nos processos de reconhecimento célula-célula. E
sintetizada normalmente pelas células pancreaticas, ductos biliares, epitélio do estbmago,
colon, endométrio e glandula salivar (BUNGER et al., 2011; LEE et al., 2013). Embora
tenha sido originalmente usado como um marcador para carcinoma colorretal verificou-se
que tinha um melhor desempenho servindo como um marcador para o cancer pancreatico
(SWORDS et al., 2016) .

As principais limitagbes do CA19-9 incluem o seu frequente aumento em
condi¢des ndo malignas, como na estenose biliar benigna, ictericia obstrutiva, colangite,
pancreatite e cirrose. E de salientar ainda que o CA19-9 pode estar elevado no carcinoma
gastrointestinal, como o esofagico, gastrico, colorretal e das vias biliares
(GOONETILLEKE; SIRIWARDENA, 2007; TZENG et al., 2014). Este marcador pode
ainda ser encontrado em niveis elevados em doencas ndo tumorais como pancreatite,
cirrose e doengas dos ductos biliares. Este teste pode fornecer resultados falso-negativo
nos individuos com genotipo Lewis negativo (5-10% da populacdo Caucasiana), uma vez
que nestas pessoas 0 CA19-9 ndo é produzido por nehuma célula, mesmo na presenca de
cancer do pancreas. Isto ocorre porque pessoas Lewis negativas sdo deficientes na enzima
fucosiltransferase necessaria para a producdo do antigeno de Lewis (LOCKER et al.,
2006). Uma outra limitacdo é o fato de o CA19-9 ter uma baixa sensibilidade para
tumores de pequeno didmetro (GOONETILLEKE; SIRIWARDENA, 2007;
HERREROS-VILLANUEVA et al., 2013).
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S&@o empregados varios métodos de imagem para identificar tumores em doentes
sintoméaticos ou naqueles em que ha suspeita de doenca maligna no pancreas. As
principais modalidades de imagem para a deteccdo do ADP s&o tomografia
computadorizada, a ressonancia magnética, ultrassonografia, colangiopancreatografia e
angiografia (ARDENGH; COELHO; OSVALDT, 2008; FURLOW, 2015; TUMMALA,
JUNAIDI; AGARWAL, 2011). Devido a biologia agressiva da doenca, € de extrema
importancia diagnosticar e classificar o cancer de pancreas em estagios iniciais, com
intuito de reduzir a mortalidade (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). O
diagnostico de cancer de pancreas permanece demasiadamente invasivo e dispendioso.
As promessas de métodos ndo invasivos de deteccdo, como no sangue, saliva e fezes
permanecem subdesenvolvidos (CHAN; DIAMANDIS; BLASUTIG, 2013; KIM;
AHUJA, 2015).

1.9 Tratamento

O cancer de pancreas se descoberto na fase inicial, apresenta chances de cura. Ha
casos em que a cirurgia € indicada, mas outros procedimentos podem ser utilizados
associados ou ndo com a radioterapia e quimioterapia, processo conhecido como
quimiorradiagdo ou quimiorradioterapia, que é realizado com o intuito de reduzir o
tamanho do tumor e aliviar os sintomas (INCA, 2018).

A cirurgia continua sendo o Unico tratamento curativo e é frequentemente aplicada
com quimioterapia adjuvante, mas apenas 10% a 15% dos pacientes séo elegiveis ao
diagndstico inicial (CONWAY et al., 2019). Nos casos em que a cirurgia € uma opcao,
pode-se realizar cirurgia potencialmente curativa, que permite remover todo o tumor
(resseccdo). Ja na cirurgia paliativa, o cancer ja esta disseminado, mas € realizada para
aliviar sintomas ou evitar complicac6es relacionadas, como obstrucdo do canal biliar ou
intestino, mas o objetivo ndo é a cura do cancer. Sdo cirurgias complexas, das quais 0
paciente pode levar semanas a meses para se recuperar (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019).

A decisdo por determinado tipo de tratamento deve levar em conta o estado de salde
geral do paciente, o tipo de tumor, o estadiamento e se o tumor pode ou ndo ser
removido. Menos de 1 em cada 5 canceres pancreaticos parecem estar confinados no
pancreas no momento em que sdo encontrados, assim a maioria dos pacientes apresenta

doenca irressecivel e/ou metastatica, o que dificulta optar pela cirurgia. Para levar em
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conta a realizagdo da cirurgia deve-se avaliar a complexidade e a morbidade cirurgica, o
risco de resseccdo incompleta e o alto risco de recorréncia mesmo apds ressec¢do
completa. Na doenca irressecavel, a quimioterapia paliativa pode prolongar a sobrevida e
auxiliar no controle da doenca. Ja no tumor ressecavel (localizado), ap0s sua resseccao
quase sempre ha indicacdo de quimioterapia adjuvante com o objetivo de reduzir o risco
de recorréncia. Na ressecabilidade limitrofe, faz-se a opcdo de quimioterapia pré-
operatdria (neo-adjuvante), seguida da tentativa de resseccao cirdrgica, e, Se necessario,
quimioterapia pés-operatoria (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

1.10 Quimioterapia

A natureza letal do cancer decorre de sua propensdo a se disseminar rapidamente
para o sistema linfatico e 6rgdos distantes. Esta biologia agressiva e resistente a agentes
terapéuticos convencionais e direcionados pode levar a uma apresentacéo clinica tipica de
doenga incurdvel no momento do diagnostico (HEZEL et al., 2006).

Alguns medicamentos empregados na quimioterapia sdo usados no tratamento do
cancer de péancreas como a 5-fluorouracil, gencitabina, capecitabina, oxaliplatina,
cisplatina, Irinotecano (lipossomal), paclitaxel (ligado a albumina), docetaxel, e
FOLFIRINOX (acido folinico, fluorouracil, irinotecano e oxaliplatina). Em pacientes que
se encontram suficientemente saudaveis, duas ou mais drogas sdo geralmente dadas em
conjunto. Ja para outros pacientes, um anico farmaco, geralmente gencitabina, 5-FU ou
capecitabina é usado. A quimioterapia pode ser administrada em ciclos, que geralmente
duram semanas, com cada periodo de tratamento seguido de um periodo de repouso
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

As reacOes adversas de maneira geral que podem ocorrer sdo: nausea e vomito,
perda de apetite, alopécia, aftas, diarreia ou constipacao, fadiga, falta de ar, leucopenia e
plaquetopenia (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

1.10.1 Anélogos das pirimidinas

Os anélogos das pirimidinas utilizados no tratamento de cancer de pancreas séo:
5-fluorouracil (5-FU), gencitabina e capecitabina.

A partir de 1957, a 5-Fluoruracila (Figura 9) comegou a ser usada e foi
considerada a Unica opcdo de farmaco quimioterdpico para o tratamento de céncer de

pancreas por cerca de 20 anos até a introdugio da gencitabina (SCHOBER et al., 2015). E
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um analogo da uracila, em que o atomo de hidrogénio da posicao 5 foi substituido pelo
atomo de fldor. E especifico para a fase S do ciclo celular. A enzima timidilato sintetase
promove a conversdo de 2’desoxiuridilato (DUMP) em 2’desoxitimidilato (DTMP). A 5-
fluoruracila é convertida em um nucleotideo “falso”, o monofosfato de fluordesoxiuridina
(FDUMP), que interage com a timidilato sintetase, mas nao pode ser convertido em 2’-
desoxitimidilato (DTMP). O resultado é a inibicdo da sintese do DNA e em menor
extensdo do RNA (MARING et al., 2005; RANG, H. P., ET AL., 2011).

Os efeitos adversos que podem ocorrer sdo anorexia, nausea, vomito, diarreia,
fadiga, estomatite, leucopenia, trombocitopenia, alopecia, dermatite, conjuntivite, ataxia
(KOROLKOVAS, A.; DE FRANCA, F. F. A. C., 2010; RANG, H. P, ET AL., 2011).
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Figura 9. Formula estrutural da 5-fluoruracila (MARING et al., 2005).

Em 1997, gencitabina (Figura 10) tornou-se o farmaco de primeira escolha de
linha para pacientes com adenocarcinoma de pancreas devido a uma maior sobrevida dos
pacientes tratados com gencitabina quando em comparagdo com pacientes tratados com
5-FU (SCHOBER et al., 2015). As propriedades antiproliferativas sdo dependentes de
varias acles inibitorias na sintese do DNA, bloqueando a progressdo do ciclo celular
através da fase G1/S (AMRUTKAR; GLADHAUG, 2017; KOROLKOVAS, A.; DE
FRANCA, F. F. A. C., 2010).

A gencitabina quimicamente ¢ a 2’-desoxi-2’,2’-difluorcitidina (dFdC). A dFdC
passa por biotransformacdo intracelular pelas cinases-nucleosideo sendo convertida aos
nucleosideos ativos difosfato (dFACDP) e trifosfato (dFACTP). Primeiro, o dFdCDP inibe
a ribonucleotideo redutase que é responsavel pela catalizacdo das reacGes que geram 0s
deoxinucleosideos trifosfatos para a sintese do DNA. Segundo, o dFdCTP compete com a
desoxicitidina trifosfato dCTP para incorporacdo no DNA. Assim, a redugdo na
concentracdo intracelular de dCTP potencializa a incorporacdo de dFdCTP no DNA .
Ap0s a gencitabina ser incorporada ao DNA, ¢ adicionado um nucleotideo ao crescimento
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das cadeias de DNA. Apos esta adi¢do, hd uma inibicdo completa na sintese subsequente
de DNA (MINI et al., 2006).

Os efeitos adversos que podem ocorrer com 0 uso de gencitabina sé&o
mielodepressdo, nauseas, vOmitos, diarreia, hematdria, proteindria, dispneia,
broncoespasmo, sonoléncia, insbnia, astenia, cefaleia, calafrios, mialgia, anorexia, tosse,
rinite, sudorese, edema, alopecia reversivel, constipacdo leve e hipotensdo (GALLELLI
et al., 2004; HERRMANN et al., 2007).

Figura 10. Formula estrutural da gencitabina (MINI et al., 2006)

A figura 11 mostra a formula estrutural da capecitabina (N-pentoxicarbonil-5’-
desoxi-5-fluorcitidina) que é um profarmaco aprovado para uso desde 1998 que se torna
ativo apds passar por trés etapas enzimaticas. Na primeira etapa, que ocorre no figado, a
capecitabina é substrato para acdo enzimatica da carboxilesterase, 0 que resulta na
formagdo de 5’-desoxi-5-fluorcitidina (5’-DFCR). Em seguida, numa segunda etapa que
ocorre no figado e/ou células tumorais, pela acdo enzimatica citidina-desaminase ha a
formagdo de 5’-desoxi-5-fluoruridina (5°-DFUR). Numa terceira etapa, a enzima
timidina-fosforilase, enzima altamente concentrada em tumores sélidos, promove a
formacgdo em maior concentracdo do metabdlito ativo 5-FU especificamente no tumor o
que diminui a ocorréncia de efeitos adversos. Por ser uma medicacdo de administracao
oral, sua vantagem em relacdo ao 5-FU é a facilidade de administracdo, uma vez que o 5-
FU é injetavel, apresentando meia vida curta, além da necessidade de acesso venoso
central, produzindo maior desconforto para o paciente e risco de complicacbes como
infeccdo. Além disso, sua eficdcia é comparavel ao 5-FU intravenoso com um melhor
perfil de seguranca sendo observada menor incidéncia de estomatite, alopecia, diarréia,
nauseas e neutropenia nos doentes tratados com este farmaco (LAM; GUCHELAAR,;
BOVEN, 2016; LEICHER et al., 2017; WALKO; LINDLEY, 2005).
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Figura 11. Férmula estrutural da capecitabina (ROHLICEK et al., 2009).

1.10.2 Compostos de platina

Os farmacos pertencentes a essa classe utilizados para o tratamento do cancer de
pancreas sdo a cisplatina e oxaliplatina (Figura 12). Consistem em um complexo de
coordenacao plano hidrossoluvel, constituido por um atomo de platina central cercado
por atomos de cloro e dois grupos amdnia. O mecanismo de agdo é baseado no
estabelecimento de ligagdo cruzada com as fitas do DNA. No interior da célula, o cloro
dissocia-se, tornando o complexo reativo que reage com a agua e, entdo, interage com o
DNA. Assim, ocorre entrecruzamento intrafilamentoso com as moléculas de guanina
adjacentes, resultando na desnaturacéo local do DNA (RANG, H. P., ET AL., 2011).

No ano de 2015 completou o 50° aniversério da descoberta da cisplatina. Em
1965, foram descobertas as propriedades anticancerigenas da cisplatina, mas sua
introducdo na clinica foi somente na década de 1970, o que representou um revolugédo no
tratamento de tumores sélidos. E administrada na forma injetavel ou infusdo intravenosa
lenta, sendo altamente nefrotdxica, apresentando baixa mielotoxicidade, podendo causar
nauseas e vomitos muito intensos (RANCOULE et al., 2017).

A oxaliplatina € um medicamento de platina de terceira geracdo usado para
tratamento de cancer colorretal, gastrico e pancredtico. E administrada por via
intravenosa, sendo sua farmacocinética caracterizada por uma curta fase inicial de
distribuicdo e uma longa fase final de remogéo do medicamento que ocorre nos rins apos
48 horas da administracdo do medicamento (MARTINEZ-BALIBREA et al., 2015).

As reagOes adversas que podem ocorrer com 0 uso de compostos de platina sdo:
perda auditiva, disturbios visuais, alteracbes no paladar, reacOGes alérgicas, astenia,
alopecia, estomatite, hipomagnesemia, neuropatias, hipocalcemia, hiponatremia,
hipopotassemia e hipofosfatemia, podendo ocorrer, mielossupressao com leucopenia,

trombocitopenia, neutropenia e anemia (RANCOULE et al., 2017).
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Figura 12. Formula estrutural dos compostos de platina (DE ALMEIDA, S. M. V. et
al., 2014).

1.10.3 Taxanos

Os farmacos da classe dos taxanos disponiveis sdo o paclitaxel e o docetaxel
(Figura 13). S&o assim chamados, por terem sido inicialmente isolados de plantas do
género Taxus, da familia Taxaceae. O paclitaxel é um alcaloide extraido da casca do
Taxus brevifolia. J& o docetaxel é preparado a partir de um precursor ndo citotdxico
extraido do Taxus baccata. Sdo compostos semissintéticos, uma vez que 0 precursor é
esterificado com cadeia lateral sintética que é citotoxica. (KOROLKOVAS, A.; DE
FRANCA, F. F. A. C., 2010; WALL; WANI, 1996).

Docetaxel

Figura 13. Férmula estrutural dos taxanos (FITZPATRICK; WHEELER, 2003).
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Como agentes antimicrotubulos, estabilizam os microtabulos citoplasmaticos nas
células como resultado de sua ligacdo a tubulina polimerizada. Os efeitos inibitdrios
provocados por ele sobre a despolimerizacdo dos microtibulos interrompem o ciclo
celular na fase G2 final ou na mitose (MAGNANI et al., 2009; SOUZA, 2004).

As reacOes adversas que podem ocorrer durante o tratamento com derivados do
taxol sdo: nadusea, vOmitos, granulocitopenia, anemia, trombocitopenia, edema,
hipotensdo e aumento permeablilidade capilar, diarreia, fadiga. S&o relatadas com o uso
do uso de paclitaxel as seguintes manifestacdes clinicas: bradicardia, hipertenséo,
mialgia, artralgia, alopecia. J& com o uso docetaxel foram observadas astenia, artralgias,
mialgias, erupcdes cultanea, hipo ou hiperpigmentacdo, edema, ascite, derrame pleural,
derrame pericéardico, e ganho de peso (HO; MACKEY, 2014; KOROLKOVAS, A.; DE
FRANCA, F. F. A. C., 2010).

A formulacdo de paclitaxel na forma em nanoparticulas ligadas a albumina tém
mostrado ter atividade aumentada em relacdo ao paclitaxel livre. Esta nova formulacéo
apresenta a vantagem de ndo provocar reacoes de hipersensibilidade e de diminuir alguns
problemas relacionados a tolerancia e/ou resisténcia, que podem ocorrer durante o
tratamento de alguns tipos de cancer (HENNENFENT; GOVINDAN, 2006; OKADA et
al., 2017; ROWINSKY; CALVO, 2006).

1.10.4 Irinotecano

O irinotecano é um inibidor de topoisomerase | (Figura 14), que foi descoberto e
sintetizado no Japdo em 1983, sendo um analogo semissintético da camptotecina. E um
profarmaco, que € convertido pela carboxilesterase no seu metabdlito ativo SN-38. A
formagdo de um complexo clivavel farmaco-topoisomerase-DNA resulta na ruptura da
cadeia dupla de DNA promovendo a morte de células especificamente durante a fase S
(FUJITA et al., 2015; ROTHENBERG, 2001; XU; VILLALONA-CALERO, 2002).
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Figura 14. Férmula estrutural do irinotecano hidrocloridrato triidratado (REDDY;
SUDHAKAR BABU; KUMAR, 2013)

As reacdes adversas que podem ocorrer durante o uso deste farmaco sdo: nausea e
vOmito, anorexia, constipagdo, estomatite, diarreia, fadiga, insénia cefaleia, tontura,
dispneia, febre, edema, sudorese, exantema, alopecia podendo provocar ainda anemia e
mielossupressdo (CUNNINGHAM et al., 1998; DOUILLARD et al., 2000).

1.10.5 Folfirinox

Em 2010 surgiu um protocolo de quimioterapia composto por 4 farmacos: 5-
fluoruracila, acido folinico, irinotecano e oxaliplatina. O 4cido folinico, um derivado da
vitamina B, reduz os efeitos secundarios da fluoruracila. A fluoruracila é um analogo de
pirimidina que se incorpora no DNA molecular e impede a sintese de DNA. O
irinotecano € um inibidor de toipoisomerase que impede a replicacdio do DNA. A
oxaliplatina inibe a sintese ou a reparacdo do DNA. Esta combinacdo de farmacos foi
apoiada por estudos pré-clinicos que demonstraram a eficicia de seu emprego contra o
cancer de péancreas e a atividade sinérgica da combinacdo (SCHOBER et al., 2015;
TAKAYA et al., 2003).

Estudo publicado em 2011 verificou que o FOLFIRINOX produzia a mais
consistente melhoria na qualidade e expectativa de vida dos pacientes com cancer
pancreatico avancado, 0s quais viviam por aproximadamente quatro meses a mais do que
aqueles que recebiam o tratamento convencional com gencitabina (CONROY et al.,
2011; POLISH; JOSEPH; MARSH, 2019).
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O FOLFIRINOX tem sido uma das opg¢des de primeira linha para o cancer de
pancreas avancado, embora induza efeitos adversos significativos como vomito, fadiga,
diarreia, alopecia, Ulceras, alteragdes hepéticas, visdo borrada, erupgdes cutaneas,
amenorreia, neutropenia, trombocitopenia, anemia (CONROY et al., 2011; HOSHI et al.,
2015; TONG et al., 2018).

1.11 Terapia do cancer direcionada a PISK/AKT

Os pacientes com ADP que possuem alta atividade da via PI3K apresentam uma
menor sobrevida do que aqueles com baixa ativagcdo dessa via. Em 95% dos casos, 0
cancer de pancreas € impulsionado pela ativagdo de mutacées no KRAS, que por sua vez
ativa a sinalizacdo PI3K através da subunidade p110 a, junto com outro componente da
via PDK1, indicando que uma grande propor¢do de pacientes poderiam se beneficiar de
um tratamento direcionado de forma eficaz para esta via (CONWAY et al., 2019). Porém,
poucos medicamentos anticancer direcionados a via PI3K foram aprovados para uso
clinico e sua eficacia é particularmente limitada em relacdo a certos tumores, como por
exemplo o de cancer de pancreas (CASARI et al., 2019).

Até o momento, numerosos inibidores foram desenvolvidos, tendo como alvo
PI3K, AKT ou mTOR, sendo que mais de 40 compostos foram testados em uso clinico
em uma variedade de cénceres. Porém, os testes clinicos de muitas moléculas foram
encerrados antes de ensaios clinicos de fase tardia devido & atividade antitumoral limitada
e / ou a alta toxicidade no hospedeiro. Poucos inibidores da PI3K e de mTOR foram
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) para tratamento clinico de
canceres. Os inibidores da AKT ainda estdo na fase inicial dos testes clinicos, no entanto,
devido a extensa semelhanca da bolsa de ligacdo a ATP das AKT cinases com a familia
de cinases AGC, tem sido particularmente dificil desenvolver inibidores competitivos
para ATP que visam as especificidade com cinases AKT (CAO et al., 2019; MURTHY;
ATTRI; SINGH, 2018).

O idelalisibe (ZYDELIG) foi o primeiro inibidor de PI3K3d aprovado pela FDA,
de administracdo oral; € uma opcdo de tratamento eficaz e segura para pacientes com
leucemia linfoide croénica recidivada e linfoma folicular recidivante. O uso de idelalisibe
podem causar lesdo intestinal, hepatotoxicidade, diarreia, colite e pneumonite
(RAEDLER, 2015).
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O copanlisibe (ALIQOPA) é o primeiro inibidor intravenoso da fosfatidilinositol
3-cinase (PI3K) com atividade inibidora preferencial contra as isoformas PI3K-a e PI3K-
5. E usado no tratamento de linfoma folicular recidivante em pacientes que receberam
pelo menos duas terapias sistémicas anteriores. O copanlisibe esta associado a uma alta
taxa de elevacGes menores das enzimas séricas durante o tratamento e tem sido relatado
como causador de lesdo hepatica aguda clinicamente aparente que pode ser grave e até
fatal (ELTANTAWY et al., 2019). Foram relatadas reacdes adversas como pneumonia,
pneumonite, hiperglicemia, leucopenia, trombocitopenia, diarreia, hipertensdo, nausea e
infeccdes do trato respiratorio inferior (MENSAH; BLAIZE; BRYAN, 2018).

A FDA aprovou em 23 de maio de 2019 para o tratamento do cancer de mama
metastatico/localmente avangado, com mutagdo do PIK3CA, positivo para receptores
hormonais (RH +), o inibidor seletivo oral de PI3Ka, alpelisib (Pigray, Novartis). Foram
observados com o uso de alpelisib a ocorréncia dos seguintes efeitos adversos:
hiperglicemia, toxicidades, ndusea, vomito e diarreia e fadiga. O alpelisib € um inibidor
seletivo oral da isoforma da classe | PI3K (ANDO et al., 2019).

Atualmente, novos agentes e varias geracfes de inibidores de PI3K estdo sendo
avaliados em ensaios clinicos. Os inibidores de PI3K que atuam visando a inativacdo de
todas as 4 isoformas de PI3K classe | mostraram eficécia clinica modesta em ensaios
clinicos como buparlisibe e pictilisibe, o que limita a utilidade clinica desses
agentes. Portanto, ha uma necessidade de explorar opc¢des de tratamento mais toleraveis,
como inibidores de PI3K seletivos para isoformas que visam uma PI3K especifica. As
fracas propriedades farmacocinéticas de varios inibidores PI3K, como Wortmannin
e LY294002, levaram a evolucdo dos inibidores de PI3K para uma nova geracdo de
compostos que incluem medicamentos de moléculas pequenas, como BKM120,
GDC0941, GSK2126458 (VAN DORT et al., 2015). Apesar do sucesso de muitos desses
farmacos, a selegdo de células com resisténcia aos medicamentos durante o tratamento se
tornou um dos principais desafios e o fator que contribui para a resposta abaixo do ideal
é o desenvolvimento de resisténcia a medicamentos. A existéncia de complexas vias de
sinalizag®es cruzadas e ciclos de retroalimentacdo entre essas vias continua sendo um dos
principais fatores na determinacdo do desenvolvimento de resisténcia a esquemas
terapéuticos nos mais diversos tipos de cancer (MURTHY; ATTRI; SINGH, 2018).

De maneira geral, os estudos mostram que a monoterapia apresenta baixa eficacia
contra tumores, e que a eficacia desejada pode ser alcangada por combinagdo de varios

farmacos (LIU et al., 2019; MA et al.,, 2018). Um estudo recente demonstrou que a

32


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LY294002

supressdo da via PI3K / AKT / mTOR resulta em uma ativacdo compensatéria da via
MAPK / MEK, assim é de grande importancia a identificacdo de novas terapias
combinadas direcionadas a obter uma resposta superior as terapias ja empregadas para o
tratamento do cancer de pancreas (LI et al., 2019a; VAN DORT et al., 2015).

1.12 Derivados de tetrahidroquinolina-2,5-dionas

Os compostos heterociclicos, especialmente heterociclicos nitrogenados sdo uma
classe de compostos importantes na inddstria agroquimica, usados como pesticidas e na
industria farmacéutica correspondem a cerca de 60% de todas as substancias
medicamentosas. Em particular, o anel tetrahidroquinolina € um motivo estrutural
presente em numerosos produtos naturais biologicamente ativos e farmacologicamente
relevantes (SRIDHARAN; SURYAVANSHI; MENENDEZ, 2011).

As moléculas de tetrahidroquinolinas substituidas de origem natural ou sintéticas,
apresentam uma ampla variedade de atividades biologicas e farmacoldgicas como
antitlcera (UCHIDA et al., 1990), antitromboética (JACOBS et al., 2000), antialergénica
(RAMACHARY; SHRUTHI, 2014), antifertilidade (SRIDHARAN; SURYAVANSHI;
MENENDEZ, 2011), antiviral (AMMOSOVA et al., 2014; SU et al, 2009),
antimalaricos (KAUR et al.,, 2010), antifangico (KOUZNETSOV et al., 2012;
SRIDHARAN; SURYAVANSHI; MENENDEZ, 2011), antibacteriano
(NAMMALWAR; BUNCE, 2013), agente antiarritmico (KIMURA; IMANISHI;
ARITA, 1989), anticancerigeno (KARJALAINEN et al.,, 2017; LIN et al., 2019;
MOUSTAFA; BAKARE, 2019; NAMMALWAR; BUNCE, 2013), antidepressivo
(SRIDHARAN; SURYAVANSHI; MENENDEZ, 2011), antioxidante (RODRIGUEZ
NUNEZ et al., 2019), no controle da doenca Alzheimer (STERN et al., 2007) sendo
também descritos como inibidores da enzima farnesiltranferase (BENDALE et al., 2007).

Sendo assim, a classe das tetrahidroquinolinas vem nos Gltimos anos adquirindo
grande relevancia na quimica medicinal, uma vez que podem representar um promissor
caminho, no que diz respeito a sua arquitetura molecular, devido a possibilidade de serem
adicionados diferentes radicais ao nucleo tetrahidroquinolinico para o desenvolvimento
de potenciais novos farmacos (RODRIGUEZ et al., 2016). Nesse contexto, algumas
novas abordagens foram relatadas visando o desenvolvimento de novas rotas sintéticas
que levam a producéo de derivados de tetrahidroquinolina-2,5-dionas (ENDERS et al.,
1987; MURAHASHI et al., 1993; YAO et al., 2012, 2013), nucleo mostrado na figura 15,
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porém apenas algumas abordagens foram descritas utilizando reacdes multicomponentes
MCRs (Multicomponent Reaction) (TAKAYA et al., 2003; TU et al., 2006).

Figura 15. Nucleo geral da tetrahidroquinolina-2,5-diona.

Atualmente, ha uma grande preocupacdo com o desenvolvimento de novas rotas
sintéticas que proporcionem altos rendimentos e minima formacdo de residuos e
poluentes. Assim, as reag0es multicomponentes MCRs (Multicomponent Reaction)
resultam em alta convergéncia, na qual a combinacdo de trés ou mais reagentes em uma
Unica reacdo leva a um produto incorporando a maioria dos atomos do material de partida
(ALVIM et al., 2014; BRAUCH; VAN BERKEL; WESTERMANN, 2013). Assim, estas
sinteses orgénicas apresentam algumas vantagens como economia de 4tomos, elevada
eficiéncia e produtividade, boa relacdo custo/beneficio e facil execucdo e minimizacao da
geracdo de residuos (DOMLING; WANG; WANG, 2012). Séo reagBes conhecidas ha
mais de 100 anos, que vém ganhando espac¢o nos Ultimas décadas, devido a possibilidade
de sintese de uma diversidade de moléculas, com diferentes acdes bioldgicas e
farmacoldgicas (BIGGS-HOUCK; YOUNAI; SHAW, 2010).

Nosso grupo vem trabalhando no desenvolvimento de rea¢6es multicomponentes
com o objetivo de sintetizar derivados das tetrahidroguinolinas (TQDs) visando o seu
emprego em diversas areas da salde como no controle de doencgas infecciosas, doencas
inflamatorias e no cancer, que foi o tema deste trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA

Varios estudos com novas drogas tém sido conduzidos para a defini¢do do melhor
tratamento adjuvante e paliativo para o cancer de pancreas, porém pouco éxito foi obtido
na diminuicdo das taxas de progresséo, recidiva e ébito (CAO et al., 2019; GHOSN et al.,
2014). Dessa forma, ha uma necessidade urgente de busca por novos compostos cuja
atividade possa trazer melhores resultados para o tratamento do céncer pancreatico.
Assim, a prospeccdo da atividade inibitéria dos eventos celulares que medeiam a
progressdo do cancer de pancreas pelos derivados de tetrahidroquinolina-2,5-diona, se
alinha a um grande esforco mundial em prol da extensdo da vida e melhoria da sua
qualidade em pacientes com cancer de pancreas. A via PI3K/AKT vem sendo alvo de
estudos ha varios anos, uma vez que ja foi descrita como desregulada em varios tipos
de canceres. Portanto, a producdo de inibidores visando a interferéncia em varios niveis
dessa via vem sendo o foco do desenvolvimento de novos agentes anticancer que sejam
mais efetivos, apresentem atividade altamente especifica, sendo assim menos citotoxicos
as células normais. Aliado ao baixo custo de producdo destas moléculas, estas
caracteristicas se tornaram os objetivos mais procurados dentro da producédo de farmacos
candidatos ao tratamento de cancer. Este trabalho segue a fase de sintese destas
moléculas e podera abrir um novo caminho para o desenvolvimento de drogas baseadas
nas arquiteturas moleculares selecionadas pelos nossos ensaios. O que podera trazer
relevante impacto para as futuras abordagens sintéticas e terapéuticas voltadas para o

tratamento do cancer pancreas.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

- Este trabalho teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de 6 compostos derivados da
tetrahidroquinolina-2,5-dionas (TQDs) no modelo de adenocarcinoma pancreatico
humano in vitro, utilizando as linhagens celulares CAPAN-2 e PANC-1.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar in vitro a citotoxicidade provocada pelos derivados da tetrahidroquinolina-2,5-

dionas, sobre os eventos celulares regulados pela atividade das proteinas Ras mutadas no
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modelo adenocarcinoma pancreatico humano.

-Verificar os efeitos destes derivados sobre a viabilidade celular, morfologia, autofagia,
ciclo celular, perfil de morte celular, proliferacdo celular, perfil da populagdo de células
tronco tumorais, capacidade de formacdo de coldénia no modelo in vitro do cancer de
pancreas.

-Avaliar a expressao de protéinas relacionadas a via PI3K/AKT.

4. MATERIAL E METODOS — DESENHO EXPERIMENTAL

4.1 Reagente e equipamentos

Os derivados de tetrahidroquinolina-2,5-diona foram sintetizados e cedidos pelo
Laboratorio de Quimica Medicinal & Tecnoldgica (LaQuiMeT) da Universidade de
Brasilia, coordenado pelo Prof. Dr. Brenno Amaro DaSilveira Neto. Reagentes: McCoy’s
5a; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Soro fetal bovino (SFB), Tripsina
0,25%, GIBCO- Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA); MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio), lodeto de Propidio, Anexina-V conjugada a
Alexa 488, CellTrace™ CFSE cell Proliferation Kit, todos da Molecular Probes - Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA); 3-Metiladenina, Rapamicina, Albumina de soro
bovino (BSA), Colchicina, DMSO, da Sigma-Aldrich (St. MO, EUA); laranja de
Acridina, da empresa ImmunoChemistry Technologies (Bloomington, MN, EUA).

Os anticorpos utilizados neste trabalho foram: AKT (#9272), Phospho-AKT
(#9271S) e Anti-PI3K (CA92590), todos da Cell Signalling (gentilmente cedidos pela
Prof. Dr. Andrea Barretto Montoyama - UNB); Monoclonal Anti GAPDH (G8795), a
Mouse IgGHRP conjugate (Sigma- Aldrich); anti-Rb IgG HRP conjugate (#31460),
INVITROGEN.

Para 0s ensaios de western blotting, utilizou-se Triton X-100, Tween 20, Glicina, e
Albumina de Soro Bovino (BSA), todos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA); Dodecil Sulfato de sédio (Thermo Scientific); leite desnatado Molico; ECL™
Prime Western Blotting System Reagent (Ge Healthcare); 30% Acrylamide/Bis Solution
(Bio Rad); Brad Ford Reagente e Phosphatase inhibidor da Sigma-Aldrich; Bio rad
Precision Plus Protein™ Dual Color Standart; Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Complete tablets, mini EDTA-free, da Roche.
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Equipamentos utilizados foram: Microscopio de luz Axiovert (Zeiss, Alemanha);
Spectramax M5 (Molecular Devices, LLC, EUA); Lupa binocular, Stemi 508, ZEISS;
Citdmetro de fluxo FACS Calibur BD (BD Biosciences, Inc.); Image Quant LAS 4000
(GE Heal-thcare Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra). Programas software
AxionVision 100 ( Zeiss, Alemanha) SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices, LLC, EUA);
programa FlowJo v.5.2.7, (Tree Star, Inc.); programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) e programa ImageJ (NIH, EUA).

4.2 Manutencdo das linhagens celulares

As linhagens celulares de adenocarcinoma pancreatico humano CAPAN-2,
PANC-1 e HUVEC (Células Endoteliais da Veia Umbilical Humana) foram adquiridas
do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células CAPAN-2 e PANC-1 foram cultivadas
em meio McCoy’s e no meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),
respectivamente. As células HUVEC foram utilizadas como controle de células normais
e foram cultivadas em meio DMEM com meio F12. Todos o0s meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 100.000 U/L de
penicilina e 100mg/L de estreptomicina. As linhagens foram mantidas em atmosfera
contendo 5% de CO,a 37°C.

4.3 Sintese dos derivados de tetrahidroquinolina-2,5-diona

Seis compostos foram sintetizados pela reacdo multicomponente (Multicomponent
Reaction — MCR) com aprimoramento da reacdo. As reagdes multicomponentes séo
processos que envolvem reacgdes seqlienciais entre trés ou mais reagentes em quantidades
equimolares, adicionados ao mesmo tempo a mistura reacional, levando ao produto
desejado de maneira convergente, agregando caracteristicas de cada material de partida,
incorporando a maioria dos atomos. Além de formarem varias ligagdes quimicas em uma
unica etapa, reduzindo o numero de materiais, metodos de separacdo e minima formacéo
de residuos e poluentes. Esta sintese foi realizada pelo Laboratério de Quimica
Medicinal e Tecnoldgica da Universidade de Brasilia, coordenado pelo Prof. Dr. Brenno

Amaro DaSilveira Neto. Os seis derivados foram solubilizados em DMSO para o0s
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estudos in vitro. A férmula estrutural e a massa moléculas dos seis compostos testados

neste trabalho estdo contidos no ANEXO 1.

4.4 Ensaio de Autofagia

A deteccdo de vesiculas acidicas intracelulares presentes no processo de autofagia foi
realizado pela marcagdo com Laranja de Acridina. E uma base fraca que se acumula no
ambiente &cido dos autofagossomos maduros e autofagolisossomos, produzindo
fluorescéncia vermelha e cora o citoplasma e nucleo celulares produzindo fluorescéncia
verde. Em placa de 24 pocos, foram adicionadas 1,9 x 10° células CAPAN-2 ou PANC-1
por poco. Apos 24 horas, as células foram tratadas com TQDs 2, 7, 9, 10, 12, 17 na
concentracdo de 100 uM. Como controle negativo foi utilizado somente células, controle
indutor de autofagia utilizou-se Rapamicina (100 nanomolar) e 3 MA (5 mM) controle
inibidor de autofagia . Apds 24 horas de tratamento retirou-se 0 meio de cultura e cada
poco foi lavado 3 vezes com 500 pL de PBS. Em seguida, foi adicionado 500 pL laranja
de acridina (0,005 mg) em cada poco, deixado por 15 minutos, 37 °C. Apds a retirada do
laranja de acridina, cada poco foi lavado com 1 mL de PBS. Para desaderir as células foi
adicionado 400 pL (CAPAN-2) ou 200 pL (PANC-1) de tripsina em cada poco, por 10
minutos. Foi adicionado em cada po¢co 500 puL de meio de cultura as células foram
recolhidas e transferidas para tubos tipo eppendorf e centrifugadas 1500 rpm, 20 °C por 5
min. O sobrenadante foi retirado e as células foram ressuspendidas em 500 pL de PBS.
Foram adquiridos 10.000 eventos de cada amostra por citometria de fluxo e a andlise das
fluorescéncias dos canais FL1-H e FL3-H foram analisadas no software FlowJo. As

andlise foram feitas a partir de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

4.5 Ensaio da viabilidade celular

A viabilidade das células tratadas com o0s compostos derivados de
tetrahidroquinolina-2,5-diona foi determinada pelo ensaio padréo por brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) segundo as recomendagfes do
fabricante. Baseia-se na capacidade das células viaveis reduzirem o sal de tetrazélico a
cristais de formazan, por acdo de enzimas mitocondriais ou citoplasmaticas, os quais

podem ser solubilizados com DMSO, gerando uma coloracdo purpura, que pode ser
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mensurada por espectrofotometria. Células CAPAN-2, PANC-1 e HUVEC foram
semeadas em placas de 96 pocos e tratadas com diferentes concentra¢des dos derivados
de tetrahidroquinolina-2,5-diona e analisadas quanto a viabilidade e proliferagdo em uma
cinética temporal de 24, 48 e 72 horas. Como controle negativo foi feito incubando-se as
células com meio de cultura suplementando contendo DMSO, nas mesmas concentractes
testadas. Foram semeadas 5 x 10° células CAPAN-2 , 3 x 10° células PANC-1 e 4 x 10°
células HUVEC por pogo em placas de 96 pocos e incubadas overnight a 37 °C. Apds
adesdo celular, as células foram tratadas com derivados de tetrahidroquinolina-2,5-diona
2,7,9,10,12 e 17 nas concentragdes de 25 uM a 800 uM ou 1 nanomolar a 1M. Apds o
periodo de tratamento de 24, 48 e 72 h, as placas foram incubadas por 4h, protegidas da
luz e a 37 °C, com 150 pL da solucdo de MTT. Em seguida a solucdo de MTT foi
retirada e 200 pL de DMSO foram adicionados a cada um dos pogos para a dissolucéo
dos critais de formazan. As placas foram lidas no espectrofotbmetro Spectramax M5
(Molecular Devices — USA). O experimento foi realizado em triplicata para cada
composto e concentracdo utilizada e trés experimentos independentes.

Para o célculo dos valores da concentracdo inibitoria 50 (ICsp), foi utilizado
Software GranphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) em que a
porcentagem de células viaveis foi estimada frente a dose de tratamento em escala
logaritmica. Os tratamentos para todos os experimentos posteriores foram realizados
utilizando-se os compostos que apresentaram melhor atividade citotdxica no teste de

viabilidade celular por MTT nas concentrac¢6es do 1Cso.

4.6 Anélise das alteracdes morfoldgicas causadas pelos tratamentos com derivados

tetrahidroquinolina-2,5-diona

As analises das alteracGes morfoldgicas nas células Capan-2, Panc-1 e Huvec devido
ao tratamento de 72h com derivados tetrahidroquinolina-2,5-diona foram avaliadas por
microscopia de luz (Microscopio Zeiss Axiovert 100) e com magnificacdo 10x as

imagens foram capturadas com o auxilio do software AxioVision (Zeiss).

4.7 Analise do conteido de DNA por marcacao com iodeto de propidio (PI)

O lodeto de Propideo (PI) é um intercalante de DNA, assim a quantidade de

marcacdo presente na célula esta relacionada a quantidade de DNA que a célula possui.
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Assim, as populacdes podem ser divididas de acordo com a quantidade de DNA, células
possuindo 2n de DNA se encontram na fase G1, células com 4n de DNA se encontram na
fase G2 ou M e células com quantidades intermediarias de DNA se encontram na fase S.
CAPAN-2 (2 X 10° células) e PANC-1 (1 x 10° células) foram semeadas em
placas de 12 pocos. Apos 24h as células foram tratadas com seu 1Cso dos derivados de
tetrahidroquinolina-2,5-diona 2, 7, 9, 10, 12 e 17 por 72h. As células foram centrifugadas
por 3 minutos, 300g e o pellet foi ressuspendido em 500 pl de PBS, e fixadas com etanol
70% gelado, e mantidas por 2 h no gelo. Entdo as células foram novamente centrifugadas
por 5 minutos 300g e lavadas com PBS e novamente centrifugadas. Em seguida, as
células foram ressuspendidas em 1 mL solucdo de iodeto de propidio (0,1% de Triton X-
100, 10 pg /ml de Pl e 100 pg/ml de RNase livre de DNase) diluido em PBS, por 10 min
a 37 °C. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas, ressuspendidas em PBS.
Foram adquiridos 10.000 eventos de cada amostra por citometria de fluxo e analisada a
fluorescéncia no canal FL2 em escala linear. O contetdo de DNA celular foi determinado
utilizando-se a plataforma de ciclo celular do software FlowJo. As anélises foram feitas a

partir de 3 experimentos independentes realizados em monoplicata.

4.8 Caracterizacdo da morte celular induzida por TQDs

A andlise do tipo de morte induzida pelos tratamentos foi realizada pela marcacéo
das células de adenocarcinoma pancreatico, CAPAN-2 e PANC-1 com Anexina V
conjugada com Alexa 488 e lodeto de propidio (PI). Este teste permite a identificacdo e
quantificacdo de subpopulacfes de células em células vidveis, células em apoptose
inicial, células em apoptose tardia e células em necrose. As células em apoptose inicial
possuem a membrana celular intacta devido a exposicdo de fosfatidilserina no folheto
externo da membrana celular, sendo assim marcada com anexina V. Ja as células que
apresentam perda da integridade da membrana plasmatica, como as células em apoptose
tardia e em necrose ocorre a dupla marcacdo ou marcacdo apenas para PlI,
respectivamente. Células viaveis sao duplamente negativas. Para o controle experimental,
a apoptose foi induzida com 20% de DMSO em meio de cultura, por 15 minutos e o
controle de células necréticas foi obtido fervendo as células por 15 minutos em meio de
cultura. 1 x 10° células foram semeadas em placa de 24 pocos, apds 24h, receberam os
tratamentos por 72 h com os compostos com seus respectivo valores de ICso. Apds 0

tempo de tratamento, o sobrenadante foi recolhido, e as células foram desaderidas e
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lavadas com PBS. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 100 pL de tampé&o de
ligacdo de anexina V (10 mM HEPES, 140 mM NaCl e 2,5 mM de CaCl, — pH 7,4)
contendo 5 pL de anexina-V conjugada a Alexa 488, por 15 min a temperatura ambiente,
protegidas da luz. Apds este periodo, 400 pL do tampéo de ligacdo da Anexina V foram
adicionados aos tubos que foram mantidos no gelo e 500 pL da solucdo de PI (2ug/mL)
foram adicionados posteriormente, por 5 minutos, a 4°C protegido da luz. Os dados
foram adquiridos no citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences - CA) com o auxilio do
software CellQuest-Pro, sendo foram adquiridos 10.000 eventos e analisadas as
fluorescéncias nos canais FL1-H e FL3-H em escalas logaritmicas. A analise dos dados
foi realizada usando a porcentagem de células presente em cada quadrante. As analise

foram feitas a partir de 3 experimentos independentes.

4.9 Analise de proliferacao celular

O CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) é um marcador incorporado por
células viaveis, que apds sua clivagem por esterases intracelulares resulta na molécula
fluorescente atoxica, verde , a carboxifluoresceina. A cada divisdo celular, o conteudo
citoplasmatico vai sendo distribuido entre as células-filhas e a intensidade da
fluorescéncia cai pela metade a cada divisdo. Dessa forma em cada nova geracdo de
células ha metade da fluorescéncia da geracao anterior.

A analise da atividade proliferativa das células CAPAN-2 e PANC-1 tratadas ou
controle foi realizada por meio da marcagdo com CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl
ester) na concentracdo final de 10 uM (diluido em PBS/BSA 0,1%), 10 minutos, 37°C .
Células semeadas em placas de 12 pocos na concentracdo 1 x 10° para CAPAN-2 e 5 x
10* células para PANC-1, foram tratadas com os compostos na concentracdo do seu 1Csg
em cinética de 72 horas. Para o controle experimental de células que ndo proliferaram,
um grupo sera tratado com 10 uM de colchicina por 1h a 37°C e, em seguida, 0S po¢os
foram lavados com meio suplementado e deixados em cultura pelo mesmo tempo que
todos 0s outros grupos. Apds 72h de tratamento, através do citbmetro de fluxo foram
adquiridos 10.000 eventos e analisada a fluorescéncia no canal FL1-H e o célculo da
atividade proliferativa foi realizado utilizando-se a plataforma de proliferacdo Celular do
software FlowJo. As analise foram feitas a partir de 3 experimentos independentes .
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4.10 Anédlise da populacéao de células-tronco tumorais

As células-tronco do cancer de pancreas expressam os marcadores de superficie
celular CD24 e CD44 (MIYAKE et al., 2015) As populacdes de células-tronco tumorais
foram definidas conforme os perfis de expressdo das proteinas de superficie CD44 e
CD24. Para esta analise, 1 x 10° células foram cultivadas em placas de 12 pocos e apds
sua adesdo receberam tratamento por 72 horas. Apds o tempo de tratamento, as células
foram desaderidas com tripsina, coletadas e lavadas com PBS/BSA 1% e incubadas por
30 min, no gelo, com os anticorpos anti-CD24-PE e anti-CD44-FITC, ambos na
concentracdo de 1:20 em PBS/BSA 1% . Os controles isotipicos (IgG2B-FITC, 1gG1-PE)
foram incubados nas mesmas condi¢cdes experimentais. Ap6s a incubacdo, as células
foram centrifugadas e lavadas com PBS/BSA 1%. As analises foram realizadas por meio

da aquisicdo de 10.000 eventos no citbmetro de fluxo.

4.11 Anédlise da capacidade de formacéao de colénia ap6s tratamento

O ensaio clonogénico ou de formacdo de coldnia é um ensaio de sobrevivéncia
celular in vitro, amplamente utilizado para estudar a capacidade de uma Unica célula apds
receber um tratamento se transformar em uma colonia e sendo uma medida para ver o
efeito antiproliferativo dos agentes citotoxicos (FRANKEN et al., 2006; GUZMAN et al.,
2014).

As células Capan-2 (3 x 10° ) e Panc-1 (1 x 10°) foram plaqueadas em placas de
24 pocos. Apbs sua adesdo, as células foram tratadas com IC50 das TQDs ou nao
(controle negativo) por 24 h e 48 h, respectivamente. As células sobreviventes foram
novamente plagueadas 2 x 10% células por poco, para Panc-1 e deixadas em cultivo por 7
dias. J4 para Capan-2 foi plaqueado 3 x 10* em placas de 6 pogos e deixadas em cultivo
por 10 dias. O meio de cultura foi renovado a cada 3 dias. Ao final dos tempos 0s pocos
foram lavados 2 vezes com PBS, as células foram entdo fixadas com metanol puro por
duas vezes durante banhos de 5 minutos. Em seguida, foram coradas por 5 minutos com
cristal violeta 0,5% em agua destilada. O corante foi retirado e os pocos foram lavados
abundantemente com &gua destilada. As coldnias formadas foram observadas em lupa
Binocular (Zeiss) e as imagens foram capturadas com auxilio do software AxionVision

(Zeiss). O experimento foi realizado em duplicata.
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4.12 Andlise da expressado de proteinas Western blot

A expressdo e fosforilacdo das proteinas sinalizadoras da via PI3K/AKT no lisado
protéico das linhagens Panc-1 e Capan-2 foram avaliadas por Western Blot. A proteina
GAPDH foi utilizada como controle interno. As células foram adicionadas a placas de 6
pocos em quantidades de 8 x 10° para Panc-1 e 1 x 10° para Capan-2. Apds o tratamento
por 24 horas as células foram lisadas com 50 uL de tamp&o de lise (Tris-HCI 50 mM Ph
7,5; NaCl 200 mM; Triton X 100 1%; inibidor de protease, inibidor de fosfatase)
diretamente no poco, e foram lisadas com o auxilio de um espalhador de células (cell
scraper). As amostras foram coletadas em tubos tipo eppendorf e incubadas no gelo por
10 minutos e vortexadas 5 vezes. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos, 4°C, 14000 rpm, e os sobrenadante foi recolhido. O teor de proteinas de cada
extrato celular foi verificado pelo teste de Bradford de acordo com as recomendac6es do
fabricante e armazenadas a -20°C.

No gel de poliacrilamida de 8%, foram aplicados 20 ug de proteinas totais de cada
amostra previamente fervidas por 5 minutos. A corrida do gel foi realizada a 120 V,
utilizando o tampdo Tris-Glicina (25 mM Tris; 250 mM Glicina; 1% SDS). Apos a
corrida, o gel foi transferido para a membrana de nitrocelulose com tampédo de
transferéncia (24 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% Metanol), por 60 minutos, a 100 V. A
membrana foi blogueada com tampéo de blogqueio (5% leite desnatado Molico e 0,05%
Tween-20 em PBS ou 5% BSA, 0,1% Tween-20 em TBS) por 30 min em agitacdo, a
temperatura ambiente. Em seguida, os anticorpos primarios foram diluidos em tampéo de
bloqueio nas seguintes concentragdes: 1:1000 PI3K; 1:1000 AKT Total, 1:1000 p-AKT,
1:10.000 GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e incubados com a membrana
overnight, a -4°C. O GAPDH foi usado como controle interno das células. Em seguida, as
membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos em 0,05% Tween-20 em PBS ou TBS
e incubadas com os anticorpos secundarios conjugados a HRP diluidos 1:10.000 em
solucdo de bloqueio por 2 hora sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apo6s a incubacao
com anticorpo secundario as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos e PBS
ou TSB em Tween-20 0,05% em PBS e reveladas utilizando 1ml de cada solugéo do kit
ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent, por 5 minutos. Apds a captura de
imagens, a analise das quantidades de proteinas foi realizada pela normalizacdo das

intensidades das bandas de proteinas alvo para a intensidade de GAPDH.
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Ap0s a captura da imagem de pAKT foi realizado o stripping. Para a realizacdo do
mesmo, a membrana de pAKT foi lavada 3 vezes por 5 min com TBS e incubada por
aproximadamente 8 minutos com o reagente Restore™ PLUS Western Blot  Stripping
Buffer. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes por 5 min com TBS e incubada com
a solucdo de blogueio (5% BSA, 0,1% Tween-20 em TBS) por 30 min em agitacéo, a
temperatura ambiente. Em seguida, foi incubada com o anticorpo primario AKT Total
(1:1000) diluido em tampédo de bloqueio e deixado overnight, a -4°C. Em seguida, as
membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos em 0,05% Tween-20 em TBS e
incubadas com o anticorpo secundario anti-Rb IgG HRP (1:10.000) em solucdo de
blogueio por 2 hora sob agitagdo, a temperatura ambiente. Ap6s a incuba¢do com
anticorpo secundario as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos com TSB em

Tween-20 0,05% e reveladas como ja descrito.

4.13 Andlise estatistica

As analises estatisticas compreenderam os testes ANOVA. Experimentos feitos
em triplicata, com valores de p menores do que 0,05 foram considerados significativos.
Célculos e gréficos feitos no programa GraphPad Prism 8, GraphPad Software, Inc.

5. RESULTADOS
5.1 Interferéncia das TQDs no processo autofagico

O desenvolvimento de vesiculas acidicas no citoplasma das células é uma das
caracteristicas do processo autofagico. O laranja de acridina é um corante verde que uma
vez aprisionado em vesiculas acidas sofre uma alteragdo no seu espectro de emissdo para
o vermelho. Quanto maior a autofagia, maior serd a quantidade de vesiculas acidas e,
portanto, maior essa conversdo para o vermelho deixando a razdo FL3/FL1 maior. Os
resultados por marcagdo com Laranja de Acridina sdo mostrados na Figura 16. Os
compostos 7 e 12 promoveram inibic&o significativa do processo autofagico em ambas as
linhagens do cancer de pancreas e o composto 17 promoveu diminui¢do da autofagia na
CAPAN-2.
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Figura 16. Presenca de vesiculas acidicas em células CAPAN-2 e PANC-1. A-
Histograma representativo de trés experimentos independentes B- Grafico mostra que os
compostos TQDs 7 e 12 promoveram reducdo da presenca de vesiculas acidicas em

ambas as linhagens, e 0 composto 17 promoveu reducdo de vesiculas acidicas nas células
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CAPAN-2. Cada coluna representa a media e £+ SEM de trés repeticdes experimentais.
*p<0,05 e p**<0,01.

5.2 Analise da citotoxicidade

A triagem inicial teve como objetivo selecionar os compostos com atividade
citotdxica maior contra as linhagens de adenocarcinoma pancreatico, bem como verificar
os efeitos citotoxicos contra as células normais. A atividade antitumoral dos seis TQDs
foi verificada pelo ensaio de viabilidade celular por MTT utilizando-se as células de
adenocarcinoma pancreatico CAPAN-2 e PANC-1 e como controle de células normais
HUVEC. Os ensaios foram realizados nos tempos de 24, 48 e 72 horas de tratamento.

As células PANC-1 mostraram-se mais sensiveis ao tratamento (Figura 17). No
periodo de 24 horas de tratamento os compostos TQDs 2, 10 e 12 foram significamente
citotoxicos somente a partir da concentracao de 400 UM, o que foi observado também nos
tempos de 48 h e 72 h. O composto TQD 7 induziu citotoxicidade significativa (Figura 17
B) em todas as concentragcdes utilizadas (25-400 uM) e tempos analisados. Para a
identificacdo do ICs, para este derivado, foram realizados novos testes de viabilidade pelo
método do MTT empregando-se concentracOes inferiores das ja utilizadas (Figura 17 C)
em comparagdo com uma das drogas de escolha para o tratamento do cancer de pancreas
que € a 5- fluoruracila (5-FU). No tratamento por 24 horas a TQD 7 e a 5-FU induziram
citotoxicidade significativa apenas quando empregados na concentracdo de 1 mM. O
tratamento nos tempos de 48 h e 72 h a TQD 7 e a 5-FU induziram citotoxicidade

significativa na concentracdo de 0,100 mM.
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Efeito das TQDs sobre a viabilidade celular em células PANC-1. A-
Mostra os efeitos sobre a viabilidade celular das células PANC-1 tratadas com TQDs 2,

Figura 17.



9, 10, 12 e 17 nos tempos 24, 48, 72 h. B- Efeitos sobre a viabilidade celular das células
PANC-1 tratadas com TQD 7 nos tempos 24, 48, 72 h. C- Efeitos sobre a viabilidade
celular das células PANC-1 tratadas com TQD 7 e 5-FU nos tempos 24, 48, 72 h. Os
dados representam a média £ SEM de trés experimentos independentes em triplicata.

****p< 0,0001 altamente significativo comparados ao controle ndo tratado.

Baseado nos resultados de MTT o ICs, foi calculado com o auxilio do programa
GraphPad Prism.

Tabela 2. 1Csy dos compostos TQDs para células PANC-1. O ICs foi calculado para
24h, 48h e 72h em células PANC-1.

PANC-1 ICs (UM)

TEMPO (h) TQD 2 TQD 7 TQD 9 TQD 10 TQD 12 TQD 17 5-FU
24 611,8 693,4 SEM EFEITO >800 376,6 >800 >800
48 502,3 180,7 SEM EFEITO 571,6 342,7 >800 2,46
72 387,3 55,79 SEM EFEITO 3448 204,7 >800 0,705

As células CAPAN-2 mostraram-se mais resistentes em relacao as células PANC-
1 ao tratamento com TQDs. Na figura 18 A sdo mostrados os resultados dos tratamentos
com TQDs 2, 9, 10, 12 e 17. Somente os TQDs 2, 10 e 12 apresentaram resultados
significativos nos tempos de 48 h (800 uM) e 72 h ( a partir 400 uM). Ja o tratamento
com TQD 7 e 5-FU (Figura 18 B) foram significativos nos tempos de 24 h e 48 h apenas
na concentracdo de 1 mM. Finalmente para o tempo de 72 h os resultados foram
significativos para a TQD 7 e 5-FU em concentragdes a partir de 0,01 mM. No entanto,
embora a reducdo na viabilidade tenha elevada significancia estatistica, o percentual de
celulas viaveis nas amostras submetidas aos tratamentos com 10 e 100 pM foi de 80,15%

e 75,05%, respectivamente.

48



CAPAN-2 48 h

CAPAN-2 24 h

<

o
£
5
Q
&

= TQD2
Im TQD9

1204

120

(%) seinjaD apepiigeIp

EZ Controle

S

= e o o9 = =1

= o w = ™

(%) seInjaD apepiigeIn

pM

CAPAN-272 h

TQD10

B3 Controle
TQD 12

E= TQD2
I TQDS

B2

D
P

ansseRRSRETITRRRLRRIALY

120+

0w O T ™

(%) Jeinjag spepiiqelp

CAPAN-2 48 h

CAPAN-2 24 h

2
M~
£Q 2
§8 %
808

120+

T
= o b= = (=] o
=

@ w0 T o

(%) 4eInja apepingein

E@ Controle
= TQD7

120+

(%) 4einja apepingeIn

CAPAN-272 h

B Controle
B TQD7
oo 5-FU

1207

T
[=} i=} =] =] (=]
= @ L=} = o

(%) 1enjad spepiigeln

Figura 18. Efeito das TQDs sobre a viabilidade celular em células CAPAN-2. A-
Mostra os efeitos sobre a viabilidade celular das células CAPAN-2 tratadas com TQDs 2,

49



9,10, 12 e 17 nos tempos 24, 48, 72 h. B- Efeitos sobre a viabilidade celular das células
CAPAN-2 tratadas com TQD 7 e 5-FU nos tempos 24, 48, 72 h. Os dados representam a
média + SEM de trés experimentos independentes em triplicata. ****p< 0,0001 altamente

significativo comparados ao controle nédo tratado.

Tabela 3. 1Csp dos compostos TQDs para as células CAPAN-2. O ICs foi calculado
para 24h, 48h e 72 h em células CAPAN-2.

CAPAN-2 ICsp (UM)

TEMPO () TQD2 TQD7 TQD 9 TQD 10 TQD12 TQD17 5-FU
24 >800 >800 SEMEFEITO  SEMEFEITO SEMEFEITO >800  >800
48 7917 >800 >800 >800 >800 >800 6759
72 453,7 >800 >800 7874 538,4 >800 27,77

Para observar os efeitos citotoxicos em células normais, foi realizado também o
ensaio de MTT nas células HUVEC. Na figura 19 A é mostrado o resultado da
viabilidade celular para as amostras tratadas com TQDs 2, 9, 10, 12 e 17. OS derivadas
TQDs 10 e 12 induziram citotoxicidade em células normais de forma significativa no
tempo de 24 h apenas nas amostras tratadas com 800 uM do composto. Para 0s tempos de
48 h e 72 h as TQDs 2, 10 e 12 também induziram a perda da viabilidade celular de
forma significativa somente nas amostras tratadas nas concentracdes de 800 uM. Ja o
tratamento com TQD 7 e 5-FU (Figura 19 B) induziram consideravel citotoxicidade
significativa nas células normais quando empregados na concentracdo de 0,1 mM nos
tempos de 24 h e 48 h. Finalmente, para o tempo de 72 h de tratamento, a citotoxicidade

induzida foi significativa em concentrac6es a partir de 0,001 mM.

50



<

HUVEC 48 h

HUVEC 24 h

MZQWQW
568888
OF FF FF
EDENGEH

120+

(%) 1einj2D apepiqgeIp

o o o I~
SN v v T
568886
OF FF F F
@0 ENGE

e e e o o o
208642
4|

_@m._u._@__.__uu ApEPIqeIA

=]

HUVEC 72 h

E® Controle
= TQD2
mm TQD 9
TQD10
TQD 12
== TQD 17

120+

®e W T o

S@._u._m__.__mu apepliiqeIn

HUVEC 48 h

HUVEC 24 h

120+

@
o~
=0 2
5oLk
O F v
*
|
i amr- ¢
ﬂ wf
T
* %,
OO T £,
%
WO £,
9,
(~2
[
o
={TTIITTTTTTITTTITTIIITTIT - -,
QQ?
o
e
<
QOQ
T T T T 1 (/33

T
e o o o o o
(=]

(%) 1eInjaD apepijqeip

EE Controle
= TQD7
[ 5-FU

dedrdkk

=

dekk

120+

T
e o o o o o
=1

o W T N

(%) 1eINjaD apepiqeip

HUVEC 72 h

EE Controle
= TQD7
Im 5-FU

e

-+

Figura 19. Efeito das TQDs sobre a viabilidade celular de HUVEC. A- Mostra 0s
efeitos sobre a viabilidade celular das células HUVEC tratadas com os derivadas TQDs 2,
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9, 10, 12 e 17 nos tempos 24, 48, 72 h. B- Efeitos sobre a viabilidade celular das células
HUVEC tratadas com TQD 7 e 5-FU nos tempos 24, 48, 72 h. Os dados representam a
média SEM de trés experimentos independentes em triplicata. ****p< 0,0001 altamente

significativo comparados ao controle nao tratado.

Tabela 4. 1Cso dos compostos TQDs para as células HUVEC. O ICs foi calculado
para 24h, 48h e 72h em células HUVEC.

HUVEC ICsq (UM)

TEMPO (h) TQD 2 TQD 7 TQD 9 TQD 10 TQD 12 TQD 17 5-FU
24 >800 468,1 SEM EFEITO >800 147,8 SEM EFEITO >800
48 716,3 4255 SEMEFEITO 799,6 1555 SEMEFEITO 197,0
72 608,80 402,6 SEM EFEITO 625,8 83,03 SEM EFEITO 152,5

A concentracdo inibitoria de 50% das células (ICsp) CAPAN-2 E PANC-1 foi
calculada com base no tratamento das células tumorais por 72 h e foi escolhido para a

realizacdo dos experimentos a partir do topico 5.4 e estdo apresentados abaixo:

Tabela 5. I1Cs, estabelecido para os compostos selecionados para linhagem celular
CAPAN-2.

CAPAN-2 ICso (UM)

TEMPO (h) TQD2 TQD10 TQD12

72 453,7 787,4 538,4
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Tabela 6. I1Cs estabelecido para os compostos selecionados para linhagem celular
PANC-1.

PANC-1 ICsp (M)

TEMPO (h) TQD?2 TQD7 TQD10 TQD 12

72 387,3 55,79 344,8 204,7

Os compostos selecionados para seguir para as proximas fases experimentais
foram TQD 2, TQD 10 e TQD 12 para CAPAN-2 e PANC-1 e TQD 7 para PANC-1. O
derivado TQD 12 apesar de ter sido mais citotoxico para HUVEC do que para as
linhagens de adenocarcinoma, foi incluido nos testes subsequentes devido a possibilidade
de aprimoramento da sua estrutura e reducdo da citotoxicidade para células normais.
Apesar de ter calculado o ICsy da 5-FU para as células do trabalho, foram utilizados os
valores da literatura. Assim, para CAPAN-2 foram utilizados 125 pg/mL (BELLONE et
al., 2006) e para PANC-1 29,38 uM (HUANWEN et al., 2009). O controle experimental
utilizado foram células incubadas apenas com o diluente dos compostos (DMSO) em
quantidade equivalente a maior dose encontrada de I1Cso, para ambas as linhagens.

5.3 Analise da morfologia celular apds tratamento TQDs

O tratamento com TQDs 2, 7, 10 e 12 (Figuras 20 A e B) por 72 h nas
concentragdes maximas testadas causaram alteracfes que puderam ser detectadas na
morfologia das células CAPAN-2 e PANC-1. O tratamento de 72h com TQDs 2, 10 e 12
induziu alta taxa de morte celular, por esta razdo foi observado um nimero menor de
células nas linhagens CAPAN-2 e PANC-1 por campo. As células remanescentes
apresentaram-se com aspecto arredondado, sem os caracteristicos pontos de adesao focal
observados em células aderentes (cabeca de seta). Pdde-se observar que somente o
composto TQD 12 induziu a perda de adesdo focal (cabeca seta preta) nas células
HUVEC. O tratamento com TQD 10 nas células CAPAN-2 e PANC-1 levou a
vacuolizacdo celular (asteriscos). Os compostos TQD 9 e 17 ( Figura 20 A) ndo foram
capazes de induzir modificacbes morfologicas perseptiveis, com as técnicas de analise

empregadas nas 3 linhagens de células testadas, as quais permaneceram semelhantes as
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células controle, com elevada confluéncia celular, e evidentes pontos de adesado focal que
sdo tipicos de células aderentes (seta preta). O composto TQD 7 (Figura 20 B) promoveu
perda de adesdo focal nas células CAPAN-2 e PANC-1 (cabeca de seta).

Figura 20. Alteracdes morfoldgicas em células CAPAN-2, PANC-1 e HUVEC ap6s
72h de tratamento com TQDs. A-. Células CAPAN-2, PANC-1 e HUVEC foram
tratados com TQDs 2, 9, 10, 12 e 17 na concentracdo 800 UM por 72h e as alteracdes
morfoldgicas foram analisadas com auxilio do microscépio invertido de luz. B- Células
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CAPAN-2, PANC-1 e HUVEC foram tratada com TQD 7 e 5-FU na concentracdo 1 mM

por 72h. Barras de referéncia de 50 pm.

5.4 Interferéncia do tratamento com TQDs no ciclo celular

O tratamento com os TQDs induziram alteragGes na distribuicdo celular nas
diferentes fases do ciclo celular (Figura 21 A e B). Nas células CAPAN-2 0 TQD 2 e 10
causaram a retencao das células na fase G1 do ciclo celular, elevando a porcentagem de
células nesta fase de 49,6% para 68,83% e 76,3 %, respectivamente. J& nas células
PANC-1 o composto TQD 2 promoveu um aumento de células retidas na fase G2/M de
23,73% para 48,43%. As TQDs 7, 10 e 12 promoveram reten¢do das células na fase G1
do ciclo celular aumentando a quantidade de células de 43,7 % para 92,73 %, 67 % e
66,56%, respectivamente. A 5-FU promoveu parada do ciclo celular na fase S como

esperado, aumentando a quantidade de células de 31,76 % para 70,46%.
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Figura 21. Interferéncia das TQDs no ciclo celular. Células CAPAN-2 e PANC-1
foram tratadas com os TQDs por 72h. Apds este periodo as células foram incubadas com
Pl para andlise do conteddo de DNA em citdmetro de fluxo. A- Os histogramas
correspondem a um experimento representativo de trés experimentos independentes que
mostram a distribuicdo das células controle e tratadas nas diferentes fases do ciclo
celular: G1(azul), S(bege) e G2/M(verde). B- Quantificacdo do porcentagem de células
encontradas em cada fase do ciclo celular. Os dados representam trés experimentos
independentes expressos como a porcentagem média de células em cada fase do ciclo

celular £ SEM de trés experimentos independentes *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 e
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5.5 Analise do perfil de morte celular provocado por TQDs

Para verificar qual o tipo de morte seria induzida pelas TQDs as células CAPAN-
2 e PANC-1 foram tratadas com ICsy de cada composto por 72 horas e em seguida foram
marcadas com anexina -V e iodeto de propidio.

Na figura 22 (A e B) pode-se observar nos controles a presenca de uma
quantidade basal de células mortas por necrose em ambas as linhagens celulares, a qual
foi aumentada com os tratamentos pelos compostos TQD 10 e 12. A morte celular por
apoptose induzida pelo TQD 10 foi de 28,15% e pelo TQD 12 de 19,46% nas celulas
CAPAN-2. Ja o tratamento com 5-FU promoveu morte celular por necrose, apoptose
inicial e tardia. Nas células PANC-1 também foi observada morte celular por apoptose
tardia induzida pelo TQD 2 (20,05%), 10 (27%) e 12 (17,63%). O perfil de morte celular
causado pelo tratamento com TQD 7 nesta linhagem se assemelhou ao do controle. O
tratamento com 5- FU em células PANC-1 culminou na morte da células por apoptose

tardia.
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Figura 22 - Tratamento com as TQDs induz morte celular por necrose e apoptose.
A- Figura representa um experimento independente. O quadrante inferior esquerdo
corresponde as células viaveis, quadrante superior esquerdo as células em necrose, 0
quadrante superior direito as células em apoptose tardia, e quadrante inferior direito as
células em apoptose inicial. B- Porcentagem de células em necrose, apoptose inicial,
apoptose tardia induzidas por 72h de tratamento. Os dados representam a média + SEM

de trés experimentos independentes ****P<0,0001 comparados ao controle néo tratado.
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5.6 Efeitos das TQDs na proliferacédo de células de adenocarcinoma pancreatico

A colchicina € um agente que para a divisdo celular na metéfase e quando
utilizado em ensaios com CFSE, permite observar a intensidade de fluorescéncia maxima
acumulada nas células que ndo se dividem, como o pico de fluorescéncia inicial. Nas
células CAPAN-2 (Figura 23) o tratamento com as trés TQDs promoveram inibicdo da
proliferacéo de forma estatisticamente significativa quando comparados ao controle ndo
tratado. J& nas células PANC-1 (Figura 23) apenas os compostos TQD 2 e 10 foram
capazes de inibir a proliferacdo celular de forma semelhante ao tratamento com a
colchicina.
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Figura 23. TQDs inibem a proliferacdo de células de adenocarcinoma pancreatico.
A- Intensidade de fluorescéncia do CFSE dos controles positivo (tratamento com 10 uM
de colchicina por 1 h), negativo e de células tratadas com os TQDs. Os histogramas

correspondem a um experimento representativo de trés experimentos independentes. B-
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Representacdo da porcentagem média de células que proliferaram. Os dados representam
a média + SEM de trés experimentos independentes **P<0,01 e ***P<0,001 significativo

comparados ao controle ndo tratado.

5.7 Analise de células tronco tumorais apos o tratamento com TQDs

Os principais marcadores para a identificacdo de células-tronco do céncer de
pancreas incluem CD133 (proeminina-1), ALDH1A3, CD44, CD24 e ESA
(FITZGERALD; MCCUBREY, 2014). O perfil CD44'/CD24" para células-tronco
tumorais ndo foi modificado apos o tratamento com os TQDs 2, 10 e 12, traduzido pela
auséncia de mudanca significativa na porcentagem destas populagdes nas linhagens
CAPAN-2 e PANC-1 como mostrados na figura abaixo. J& o tratamento das células
PANC-1, principalmente com os derivados TQD 7 e 10, ocasionou um aumento do
fenotipo CD447/CD24" .
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Figura 24: Determinacdo dos fendtipos CD44/CD24" para células CAPAN-2 e
PANC-1. A- A figura representa um experimento independente. B- Porcentagem de
células CAPAN-2 e PANC-1 com fendtipos CD44°/CD24" antes e apds o tratamento
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com TQDs. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos independentes .

*P<0,05 comparados ao controle.

Tabela 7. Porcentagem das subpopulacdes definidas pela combinacdo dos
marcadores de células tronco-tumorais, CD44 e CD24, em células CAPAN-2
controle ou tratadas. Os dados representam a média + SEM de trés experimentos
independentes.

Fenotipos (Média £ SEM)
CAPAN-2
CD44/CD24 CD44/CD24" CD44'/CD24" CD44'/CD24"
CONTROLE 97,48+0,69 0,68 +0,27 0,30 £ 0,06 1,55 +0,60
TQD 2 9450 +199 466+155 0,06+0,032 0,82+0,45
TQD 10 91,84+3,09 5,89+321 0,11 +£0,04 2,15+0,08

TQD 12 98,11+0,64 0,69+0,40 0,58 £ 0,26 0,62 + 0,04

5-FU 989+055 034+0,24 0,18 +0,01 0,59+0,33
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Tabela 8. Porcentagem das subpopulagdes definidas pela combinacdo dos
marcadores de células tronco-tumorais, CD44 e CD24, em células PANC-1 controle

ou tratadas. Os dados representam a media + SEM de trés experimentos independentes.

Fendtipos (Média + SEM)
PANC-1
CD447/CD24 CD44/CD24* CDA44'/CD24” CD44/CD24"
CONTROLE 93,18 +2,98 517 +2,92 0,15 +#0,10 1,50 +0,68
TQD 2 776+844 1838 +7,18 003+0,01 3,95 +1,26
TQD7 72,18 + 4,18 1553+6,77 6,93 +2,59° 539+ 0,20
TQD 10 7593+10 19,81+9,99 0,13+0,13  4,15+1,22

TQD 12 86,73+2,02 1166+571 0,12+0,11 1,53 + 0,51

5-FU 9483+2,14 365+241 0,14 +0,09 1,42 + 0,63

5.8 Efeitos das TQDs na capacidade de sobrevivéncia e formacao de colénias

O ensaio de formacdo de coldnias é um teste in vitro de sobrevivéncia celular
baseado na avaliacdo da habilidade das células em proliferar e formar coldnias. O
tratamento com o composto 10 inibiu a formacdo de colbnias pelas células CAPAN-2
como mostrado na figura 25, ja os demais compostos ndo alteraram a capacidade das

células em formarem colonias.
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Figura 25: Efeito das TQDs selecionados na formagcao de coldnia de células CAPAN-
2. A figura mostra a capacidade de formacdo de colbnias das celulas apds o tratamento
por 24 h com as TQDs. As células ficaram em cultura por 10 dias Barras de referéncia
1.000 pm.
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Nas células PANC-1 os compostos 7 e 10 (figura 26) induziram a maior inibicdo
da formac&o de col6nia. Sendo que em ambas as linhagens o tratamento com 5-FU inibiu

fortemente a capacidade de crescimento de células cancerigenas pancreaticas.

PANC-1

LAOL < “L ATOULNOD

Figura 26: Efeito das TQDs selecionados na formacéao de col6nia de células PANC-1.
A figura mostra a capacidade de formacdo de colbnias das células ap6s o tratamento por
48 h com as TQDs. As células ficaram em cultura por 7 dias. Barras de referéncia 1.000

um



5.9 Analise da expressdo de PI3K e AKT

Foi realizado teste de Western blot para avaliar os niveis de expresséo de PI3K e
AKT, proteinas importantes em uma das vias dependentes de RAS. Nas células CAPAN-
2 0 tratamento com o composto 10 levou a uma reducdo consideravel da expressdo de
PI3K e reduziu ligeiramente o nivel de expressdo de AKT total embora ndo alterando o0s
niveis de ativacdo desta proteina. J& os demais compostos ndo alteram de forma

consideravel a expressdo das proteinas analisadas.
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Figura 27: Niveis de expressdo PI3K, AKT na linhagem CAPAN-2. As bandas
referentes aos grupos controle (sem tratamento) e tratados (24 h) nas células CAPAN-2.
A quantificagdo dos niveis de expressdo das proteinas dos tratamentos em relacdo as
células ndo tratadas apds normalizacdo da intensidade das bandas para a intensidade de
GAPDH correspondente. Cada coluna representa a média e desvio padrdo de trés
repeticdes experimentais. *p<0,05.
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Com relacdo aso niveis de expressdo destas proteinas na linhagem PANC-1, o
tratamento com TQD 10 reduziu significativamente a expressdo de PI3K e AKT como
mostrado na figura abaixo. Os composto 2 e 7 também ocasionaram uma reducdo da

expressao de PI3K e AKT total, entretando de forma menos expressiva.
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Figura 28: Niveis de expressdo PI3K, AKT em linhagem de PANC-1. As bandas sdo
referentes aos grupos controle (sem tratamento) e tratados (24 h) nas células PANC-1. A
quantificacdo dos niveis de expressao das proteinas dos tratamentos em relacdo as células
ndo tratadas apds normalizacdo da intensidade das bandas para a intensidade de GAPDH
correspondente. Cada coluna representa a média e desvio padrdo de trés repeticOes
experimentais. *p<0,05 e **p<0,01.
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5.10 Compilacao dos resultados

Os resultados se encontram compilados para melhor visualizagao:

Tabela 9. Compilacdo dos resultados. Efeitos de cada tratamento em cada um dos

parametros analisados.

Interferéncia no processo de autofagia

Alteracdo da morfologia celular

Alteracéo no ciclo celular

Alteracéo no perfil de morte celular

Inibicdo da proliferacéo

Aumento significativo de células tronco tumorais

Alteracdo na capacidade de formacéao de col6nia

Atividade inibitoria da via PISK/AKT

TQD 2

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

TQD7 TQD10 TQD 12

SIM

SIM

SIM

NAO

SIM

SIM

NAO

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM

SIM
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6. DISCUSSAO

A via autofagica se encontra ativa na maioria das células, e desempenha um papel
importante no desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase celular (YANG;
KLIONSKY, 2009). A desregulacdo no processo autofagico pode levar a patogénese e
inflamacdo cronica, resultando no desenvolvimento tumoral. No céancer, o processo
autofagico possui um papel de duplicidade, funcionando tanto como supressor de
tumores, reduzindo a probabilidade de estresse celular e eventos de inflamacgéo cronica;
qguanto como um fator de sobrevivéncia do mesmo, promovendo a reciclagem de
nutrientes e de ATP durante déficit metabdlico induzido pela quimioterapia
(NAVARRO-YEPES et al., 2014; RAO et al., 2014). Algumas células cancerigenas,
particularmente conduzidas pelo oncogene K-Ras, como no caso de células de ADP,
dependem de elevados niveis de autofagia, para fugir do estresse metabdlico e morte
celular (MANCIAS; KIMMELMAN, 2011). Assim, 0 nosso trabalho mostrou que as
TQDs 7, 12 e 17 inteferem no processo autofagico uma vez que as células de ADP
possuem autofagia basal elevada, e sua reducdo promove diminuicdo do processo de
oxidacdo e fosforilacdo que resulta em supressao do crescimento de células cancerigenas
(MANCIAS; KIMMELMAN, 2011; YANG et al., 2011; YANG; KLIONSKY, 2009).

A viabilidade celular das células PANC-1 foi mais afetada do que as células
CAPAN-2 em decorréncia do tratamento com as TQDs. A TQD 2 foi a que apresentou
maior seletividade para células tumorais uma vez que para este composto foi determinado
um valor de 1Cso maior para células normais. As demais TQDs utilizadas podem passar
por aprimoramento da molécula, com adicdo de novas substituicGes em sua cadeia,
visando diminuicdo do ICs e citotoxicidade para células normais.

Uma das atividades comuns apresentadas por farmacos antitumorais é a sua
capacidade de interferir na progressdo do ciclo celular, podendo causar a retencdo das
celulas em diferentes fases, dependendo do seu alvo. Totiger et al.(2019) demostraram
que Uro A inibe a proliferacdo ADP pela parada do ciclo celular na fase G1, através do
direcionamento terapéutico da via PI3K com seus alvos AKT e mTOR. O mTOR ¢
fosforilado diretamente pelo Akt ativado, resultando na transicdo do ciclo celular da fase
Gl para S (HUANG et al., 2012). Uma vez que ocorre a inibicdo da via PISK/AKT,
acontece a retencdo das células em G1, como foi observado nas amostras tratadas com
TQD 10. GYSIN et al (2005) testaram os efeitos da inibicdo farmacoldgica de MEK em

8 linhagens de células de cancer de pancreas humano, sendo que, em todas as linhagens

69



testadas a inibicdo de MEK ocasionou a interrup¢do da proliferacdo celular acompanhada
da retencdo destas células na fase G1 do ciclo celular com inibicdo da expressdo da
proteina cinase 2 dependente de ciclina (cdk2), importante para transicéo da fase G1 para
fase S do ciclo celular. Assim, a via de sinalizacdo RAF/MEK/ERK com a inibicédo de
MEK resulta em um efeito citostatico (GYSIN et al., 2005). N6s avaliamos o perfil do
ciclo celular das células tratadas com TQDs em duas linhagens de adenocarcinoma
pancredtico. De maneira geral as TQDs em ambas as linhagens promoveram retencéo do
ciclo celular em G1, sendo que somente a TQD 2 promoveu a inibi¢do do ciclo em G2.
Como esperado, todas as TQDs interferiram com o ciclo celular de forma diferente da
inibicdo causada pelo farmaco 5-FU que na PANC-1 promoveu parada do ciclo na fase
S. O dano celular induzido por 5-FU envolve uma perda ou acumulacdo de células na
fase S e parada G1 / S, o que esta de acordo com a sua atividade que é a inibicdo da
timidilato sintase bloqueando a sintese da pirimidina timidina, que é um nucleosideo
essencial para sintese do DNA (ASARA et al., 2013).

A morte celular geralmente pode ser classificada em diferentes categorias, no
entanto a morte celular induzida por acdo de agentes quimioterapicos se enquadram
majoritariamente dentro de duas destas categorias principais: (1) a apoptose que
representa um evento programado de morte celular e intrinsicamente antiinflamatorio e
(2) a necrose que representa, no caso da quimioterapia a perda da capacidade de
manutencdo do metabolismo celular, o que inviabiliza a estabilidade estrutural da célula
provocando a desestruturacdo dos componentes membranares, seus rompimento com
extravasamento do contetdo citoplasmatico, sendo portanto um tipo de morte celular
indutora de inflamagdo (KITANAKA; KUCHINO, 1999).

O processo de apoptose e necrose podem ocorrer simultaneamentes dependendo
de fatores como a intensidade e duracdo do estimulo, grau de deplecdo de ATP e
disponibilidade de caspases (ELMORE, 2007a; ZEISS, 2003). A necrose é considerada
uma morte celular acidental ndo regulada causada por indutores de estresse inespecificos
ou ndo fisiologicos. No entanto, a identificacdo de necrose programada apoiou a
existéncia de multiplos mecanismos de morte celular regulados ndo apoptéticos. Varios
tipos de necrose programada foram relatados, como a necroptose, um tipo de morte
celular necrética regulada que compartilha varias vias principais de sinalizacdo com a
apoptose (CHEN; KANG; FU, 2018; NIKOLETOPOULOU et al., 2013; SHI et al.,
2019). Algumas das principais alteracbes morfoldgicas que ocorrem na necrose sdo 0

aumento do volume celular, presenca de vacuolos citoplasmaticos em abundancia,

70



distingdo do reticulo endoplasmatico, formacdo de bolhas citoplasmatica, mitocondrias
inchadas, rompidas ou condensadas, desagregacdo e desprendimento de ribossomos da
superficie do reticulo endoplasmatico, lisossomas inchados ou rompidos, e finalmente a
perda da estabilidade com a ruptura da membrana celular o que provoca o estravazamento
do conteddo citoplasmatico e desencadeia a ativacdo dos processos inflamatorios
(CAGNOL; CHAMBARD, 2010; ELMORE, 2007b; KREEGER et al., 2009; ROCK;
KONO, 2008).

A inducéo de apoptose em células tumorais € um processo celular importante para
eliminar células malignas e impedir o surgimento de tumores. O desenvolvimento do
tumor e sua manutencdo dependem da expressdo continua de RAS ativada que atua
inibindo a apoptose (CHANDRASEKAR et al., 2003; CHIN et al., 1999; FISHER et al.,
2001). Porém, Ras oncogénica pode ter fungdes pré e antiapoptoticas mediada por
diferentes vias efetoras. A sinalizacdo PI3-K / AKT e NF-kB é importante para anular a
apoptose, uma vez que NF-kB demonstrou induzir a transcricdo de proteinas
antiapoptoticas, favorecendo a sobrevivéncia de células com RAS ativadas, exercendo
um papel importante na manutencgdo das células neoplasicas (CHANG et al., 2003; COX;
DER, 2003). O fator de transcricdo NF-«kB ¢ inativado quando complexado com IkB no
citosol. O AKT ativada induz a fosforilacao de IkB, resultando na translocagéo de NF-xB
livre para o nucleo e na ativacdo transcricional de genes anti-apoptéticos. J& o Akt
inativado promove a apoptose (HUANG et al., 2012). Os nossos resultados
demonstraram que a TQD 2 nas células PANC-1 promoveu apoptose tardia e os TQDs 10
e 12 nas duas linhagens tumorais promoveram também o processo de apoptose tardia,
fornecendo mais um indicio de que os TQDs podem interferir nas atividades das vias que
sdo nestas células tumorais controladas pela proteina RAS. Os nossos resultados sao
semelhantes aos obtidos com o tratamento das amostras com 5-FU, o qual por outras vias
promove a morte celular por apoptose, tendo como evento iniciador da apoptose induzida
por esse farmaco, a ativacdo da caspase-9 (MHAIDAT; BOUKLIHACENE; THORNE,
2014; NITA et al., 1998).

A proliferacdo celular é considerada um processo importantissimo relacionado
com a iniciagdo, manutencdo e progresséo do tumor (BARRETT, 1993). A via de
sinalizacdo PI3K / AKT é uma importante via de sinalizagdo que leva ao recrutamento e
ativacdo da AKT, a qual regula o crescimento, a proliferacdo e a sobrevivéncia celular,

fosforilando uma variedade de proteinas anti-apoptéticas e relacionadas ao ciclo celular,
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bem como diversos fatores de transcricdo (YUAN; CANTLEY, 2008; ZHOU et al.,
2019).

A familia PI3K / AKT esté entre as vias mais frequentemente mutadas no cancer
humano, sendo PI3K um efetor a jusante do KRAS oncogénico, que é quase onipresente
no ADP (TOTIGER et al., 2019). A via de sinalizacdo PI3K / AKT é importante no
desenvolvimento e progressdo do cancer de pancreas. A via de sinalizagdo PI3K / AKT
estd envolvida em vérios processos celulares, incluindo proliferacdo, diferenciagéo,
sobrevivéncia e motilidade celular (YUAN; CANTLEY, 2008). A expressao e a atividade
do PI3K e AKT estdo desreguladas em células cancerigenas do pancreas, fato este
associado a um mau progndstico. E sabido que a via de sinalizagdo PI3K / AKT é uma
via regulatéria fundamental implicada ndo apenas na tumorigénese pancreética, mas
também no tratamento de outros tipos de cancer (ZHANG et al., 2019).

Como observado em nossos resultados de analise de proliferacdo celular e
expressdo de proteinas da via PISK/AKT, a TQD 10 foi a que apresentou melhor
atividade antiproliferativa de forma dependente desta via, visto que regulou
negativamente a via de sinalizacdo PI3BK/AKT em ambas as linhagens tumorais avaliadas
neste trabalho, resultando na inibicdo da proliferacdo. Estes resultados sdo ainda
corroborados pelo ensaio de formacéo de col6nia onde foi possivel observar que a TQD
10 inibiu expressivamente a capacidade das células tumorais pré-tratadas formarem
colbnias. Ja as demais TQDs também exerceram pronunciada atividade antiproliferativa,
entretando ndo parece estar sendo regulada pela via de PISBK/AKT. Estudos adicionais
devem ser realizados para conclusbes mais assertivas acerca das vias que levaram a
atividade antiproliferativa nas demais TQDs. Por exemplo, as proteinas ERK estdo
envolvidas em respostas celulares a fatores de crescimento e outros mitdgenos e exercem
acles regulatorias sobre mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo celular. A via
Ras/Raf/Mek/Erk também medeia a proliferacdo celular (KIM; CHOI, 2010;
MARSHALL, 1995).

O ADP ¢é caracterizado pela sua alta malignidade, em parte isso é atribuido a
presenca de uma subpopulacdo de células quimiorresistentes, auto-renovaveis e
multipotentes na maior parte do tumor denominada células-tronco tumorais (CTTS)
Acredita-se que estas células sejam responsaveis pelo inicio do tumor, rapida progresséo
da doenca, insensibilidade celular a radiacdo e quimioterapia, metastases precoces e
recorréncia (CONG; YI; WANG, 2018; XIAO et al., 2014). Portanto, a eliminacdo do

CTTs no ADP poderia melhorar os resultados do tratamento e levar a um progndstico
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mais favoravel para os pacientes afetados por esta doenca (DURKO et al., 2017). As
CTTs sdo geradas como um dos produtos da transicdo epitelial-mesenquimal (TEM),
indicando que estas células possuem um fen6tipo mais mesenquimal que é associado com
a presenca de tracos muito agressivos. As células cancerigenas do pancreas com fenotipo
TEM exibem caracteristicas de células-tronco caracterizadas pela expressdo de
marcadores de superficie celular CD24, CD44 e antigeno epitelial especifico (ESA)
(LEE; DOSCH; SIMEONE, 2008; LU et al., 2014). A ativacao do eixo PI3K / AKT é um
dos principais mecanismos no processo de TEM, porém outras vias participam desse
processo (XU; YANG; LU, 2015). A TQD 7 foi a Unica que promoveu 0 aumento
significativo da quantidade de células tronco tumorais, sendo necessario mais estudos
para investigar as vias de sinalizagdo participativas.

Desde a introdu¢do dos ensaios clonogénicos ou ensaio de formacdo de col6nias
em 1956 por Puck e Marcus, estes se tornaram o método de escolha para determinar a
sobrevivéncia e o crescimento das células, principalmente das linhagens celulares de
cancer, apos tratamento com radiacdo ionizante ou para determinar a eficacia citotdxica
de compostos. Um ensaio clonogénico avalia o potencial de uma Unica célula resistir ao
tratamento e se transformar em uma coldnia, sendo que uma coldénia é definida por um
conjunto de no minimo 50 células (GUZMAN et al., 2014). O ensaio testa
essencialmente todas as células da populacdo quanto a sua capacidade de sofrer divisao
"ilimitada” (FRANKEN et al., 2006). Sendo assim, o resultado obtido com o tratamento
coldnia evidencia esta positiva caracteristica inibitéria o que também corrobora com o
resultado de inibicdo da proliferagdo celular, como ja citado anteriormente. As células
que receberam o tratamento com TQDs 2 e 12 em ambas as linhagens conseguiram
aderir e proliferar formando colénias. A TQD 7 embora ndo tenha produzido resultados
satisfatorios com relacdo a inibicdo da proliferacdo celular da linhagem PANC-1,
apresentou uma atividade inibitéria pronunciada da formacdo de col6nias por essas
células. Esta diferenca nesses dois resultados pode se dever aos tempos de analise, visto
que no ensaio de formacdo de colbnia, células pré-tratadas sdo plaqueadas em baixa

densidade e sdo deixadas em cultura por um periodo significativamente maior.
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7. CONCLUSOES

Em suma, as analises realizadas neste trabalho nos permitem concluir que:

-Dos seis compostos testados, quatro foram identificados com potencial atividade
citotoxica para células de adenocarcinoma pancreatico.

-Os compostos 7 e 12 diminuem a autofagia.

-Os quatro compostos (TQDs 2, 7, 10 e 12) provocam alteracbes morfologicas e
alteracdes no ciclo celular das células tumorias de pancreas aqui empregadas.

-As TQDs 2, 10 e 12 causam a morte celular por apoptose em ambas as linhagens
tumorais analisadas e também induzem atividade antiproliferativa.

-A TQD 7 levou a um aumento expressivo na porcentagem de células com o fendtipo
CD44%/CD24" .

-A TQD 7 e 10 promoveram reducdo na capacidade de formacao de coldnia, pelas células
tumorais.

- A TQD 10 foi capaz de regular negativamente a ativacdo da via de sinalizacdo PI3K /
AKT em células de cancer de pancreas. Esse achado fornece evidéncias para sugerir que
a estrutura atdmica da molécula de TQD 10 pode ser aperfeicoada e tem potencial para
ser um interessante agente terapéutico para o tratamento do cancer de pancreas.

-Nossos resultados indicam que a atividade dos derivados das TQDs contra o
adenocarcinoma pancreatico parece estar relacionada com a inibicdo da via regulada
pelas proteinas RAS. Porém, mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdo do
mecanismo de acao destes compostos e para a validagdo de uma estrutura molecular que
podera ser utilizada para o desenvolvimento de novos farmacos.

- Como os compostos interferiram em pontos chaves que dificultam a progressdo tumoral,
0S nossos resultados se mostram encorajadores na area de desenvolvimento de farmacos
para a aplicacdo especifica no cancer de pancreas. Assim este estudo podera subsidiar o
desenho e sintese da segunda geracao de TQDs.
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8. PERSPECTIVAS

As perspectivas propostas para a continuidade deste trabalho séo:

-Avaliacdo da relacdo das TQDs com a proteina Ras através da investigacdo de outras
vias por ela controladas.

-Verificar o efeito da combinacdo das TQDs com farmacos de referéncia.

-Testar as TQDs em outras linhagens celulares.

-Realizar testes relacionados a via da glicose.

- Avaliar in vivo os efeitos da terapia mediada pelas TQDs que apresentaram os melhores
resutados em testes in vitro: verificar a capacidade dos derivados selecionados em
promover a reducdo ou a estagnagdo do crescimento tumoral através de anélises clinicas,
histopatoldgicas, bioquimicas, hematolégicas bem como a regressdo do tumor e
sobrevida de camundongos nude.

-Analisar, por dindmica molecular, a interagcdo de cada um dos compostos selecionados
para caracterizar 0 seu mecanismo de acdo. Estes dados serdo utilizados para o
aprimoramento da molécula visando aumentar a sua afinidade com a proteina alvo, o que
favorecera a diminuicdo dos valores de ICsy e provavelmente reduzira a citotoxicidade

para células normais.
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10. ANEXO |
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