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Resumo

O cancer ¢ considerado um dos maiores problemas de satide publica mundial. Tendo em
vista a grande necessidade de desenvolver tratamentos mais eficazes para essa doenca,
estudamos derivados de segunda geragdo da 3,4-dihidropirimidina-2(1H)-ona (ou tiona)
DHPMs, uma classe de moléculas inibidoras da proteina motora do fuso, cinesina Eg5,
que apresenta pronunciada atividade antitumoral contra varias linhagens celulares de
cancer. Inicialmente, foi realizada uma triagem in vitro para identificar derivados de
DHPMs (TZD 06, 07, 08, 09, 14 e 15) com potente efeito citotoxico sobre células de
linhagem MCF-7, MDA-MB-231, A2780, T47-D, DU-145, CACO-2, CAPAN-2 ¢
PANC-1 através do ensaio de viabilidade celular do MTT. Os compostos foram avaliados
quanto a sua concentracdo inibitoria 50 (ICso) a partir de 72 horas de tratamento nas
linhagens que foram sensiveis na menor concentracao da triagem, A2780 e MDA-MB-
231, e quanto a concentracdo maxima ndo citotéxica em células normais HUVEC e
fibroblastos. A linhagem que apresentou melhor resultado foi a A2780 e, portanto, a
escolhida para seguir com os demais testes com os compostos selecionados TZD 06, TZD
07, TZD 14 e TZD 15. Apos receber os tratamentos, a morfologia das células foi analisada
em microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Os efeitos do tratamento
com DHPMs na formagdo do fuso mitético foram avaliados através da marcagdo
imunofluorescente da alfa-tubulina analisada por microscopia confocal de varredura a
laser. Além disso, a andlise do perfil de inducdo da morte celular, do ciclo celular e da
proliferacdo celular foi realizada por citometria de fluxo para avaliar a influéncia dos
DHPMs selecionados. Foi observada alteracao da morfologia das células como redugdo
de pontos de adesao focal, arredondamento da célula, retracao do citoplasma e formagao
de protrusdes nas membranas. Apos 24 horas de tratamento com a dose maxima nao
citotoxica, as células A2780 em divisdo exibiram o fuso monoastral, o que confirma a
atividade dos derivados de DHPM similar a do monastrol. O tratamento com os
compostos TZD 06 e TZD 14 por 72 horas induziu a morte celular por apoptose mas nao
houve alteracdo estatisticamente significante do ciclo celular. O indice de proliferacao
das células A2780 foi reduzido significativamente apds receber o tratamento com o0s
compostos TZD 06, TZD 14 e TZD 15 na concentragao do ICso. Esses resultados sugerem
que os derivados de segunda geracdo de DHPMs testados inibem caracteristicas
tumorigénicas importantes das células cancerosas e que a estrutura molecular desses
compostos possa ser uma alternativa promissora para a quimioterapia do cancer de ovario.

Palavras chave: cancer, DHPMs, atividade antitumoral, indice de proliferagdo.



Abstract

Cancer is one of the major public health issue worldwide. It is paramount to invest in the
development of new and more efficient cancer treatments. Aiming to contribute to this
field, we studied second generation 3,4-dihidropirimidin-2(1H)-one (or thione) DHPM’s
a type of molecules that inhibit the spindle motor protein, kinesin Eg5, which has
antitumoral activity against some cancer cells lines. Initially, we conducted an in vitro
screening in order to identify some DHPMs derivatives (TZD 06, 07, 08, 09, 14 e 15)
able to induce high cytotoxic effects on cell strains MCF-7, MDA-MB-231, A2780, T47-
D, DU-145, CACO-2, CAPAN-2 e PANC-1. This evaluation was performed by using the
viability assay (MTT) method. Compounds were analyzed with regards to their inhibiting
concentration 50 (ICso) after 72 hours of cells treatment, this assay showed that A2780
and MDA-MB231 were sensitive to the lowest concentration tested. It was also evaluated
the compounds with regards to their maximal non-cytotoxic concentration in normal
HUVEC and fibroblasts cells. The best result was obtained with A2780 cells and that
lineage was chosen for the next analysis with compounds TZD 06, TZD 07, TZD 14 and
TZD 15. After treatment, cell morphology was analyzed by optical microscopy and
scanning electron microscopy. It was observed several alterations in cell morphology
such as the reduction on focal adhesion point, cell roundness, cytoplasm retraction and
formation of cell membrane protrusions. DHPMs treatment effects on the mitotic fuse
formation was evaluated by immunofluorescent staining of alpha-tubulin and analyzed
by laser scanning confocal microscopy. After 24h of treatment with highest non-cytotoxic
dosage, A2780 cells undergoing mitosis exhibited monoastral spindle. These results
indicated that DHPM and monastrol had a similar activity. In order to evaluate the
selected DHPMs impact on ovarian cancer cells, we analyzed the cell death profile, cell
cycle and proliferation index by flow cytometry. Treatment with TZD 06 and TZD 14
compounds after 72 hours induced cellular death by apoptosis. However, it was not
observed any significant statistical effect on cell cycle. A2780 cells proliferation index
decreased significantly after treatment with TZD 06, TZD 14 ¢ TZD 15 compounds used
at 1Cso concentration. We conclude that the second generation DHPMs derivatives
evaluated in this work was capable of inhibiting key tumorigenic cancer cells features
and that the molecular structure of these novel compounds can be a promising alternative
to further evaluation aiming to be applied as ovarian cancer chemotherapy agent.

Keywords: Cancer, DHPMs, antitumor activity, proliferation index.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer

Cancer ¢ uma denominagdo genérica para um grande grupo de doencas que pode
afetar qualquer parte do corpo. O cancer surge da transformacdo de células normais,
através de um processo de varias etapas que geralmente progride de lesdes pré-cancerosas
para o tumor maligno. Esta transformagao ¢ caracterizada pela proliferacdo descontrolada
de células somaticas ja anormais, resisténcia aos processos naturais de morte celular e
capacidade de invadir e se disseminar por regides do corpo restritas a outros tipos de
tecidos, em um processo tardio denominado metastase (Sociedade Americana do Cancer,
2017; WHO 2018; (Gupta e Massagué, 2006; Weinberg, 2014). Esta doenga é progressiva
e sem tratamento resultard em morte, sendo a metéstase a principal causa dos Obitos
provocados pelo cancer (Sociedade Americana do Cancer, 2017, WHO 2018). Muitos
tipos de cancer, especialmente aqueles originados durante a infancia, permanecem sem o
estabelecimento exato de suas causas. Em adultos, fatores como estilo de vida, exposigdes
quimicas e fisicas devido a natureza ocupacional dos individuos, tabagismo, alcoolismo,
obesidade, descontrole hormonal, processos inflamatoérios cronicos, infegdes virais,
heranca genética de mutacdes, dentre outros, sdo os principais fatores indutores dos
tumores conhecidos (De Pergola e Silvestris, 2013; Tabuchi et al., 2013; Katzke et al.,
2015). Dentre estes fatores, tem destaque o tabagismo o qual estd associado a 22% das
mortes por cancer (WHO 2018). Em paises com baixo e médio patamares de
desenvolvimento, as infec¢des virais representam cerca de 25% das causas de cancer,
com destaque para as hepatites virais e o virus do papiloma humano (HPV). Estes fatores
de riscos podem estar simultaneamente presentes ou ocorrerem em sequéncia para dar
inicio as modificacdes celulares que serdo as bases para o desenvolvimento do cancer
(Society, 2018). O envelhecimento também ¢ outro fator fundamental para o
desenvolvimento do céncer, a incidéncia do cancer aumenta de forma significativa com
a idade dos individuos. Este aspecto provavelmente estd associado ao acimulo de tempo
de exposicao a fatores de risco para especificos tipos de canceres comumente associados
com a idade combinado com a tendéncia natural de perda de eficiéncia dos mecanismos
de manutencdo e reparo das funcgdes celulares a medida que os humanos envelhecem
(Duray et al., 2014; Falandry et al., 2014; Navarrete-Reyes et al., 2016).

Do ponto de vista molecular, os tumores sao mais do que massas de células que
se proliferam indefinidamente. Eles sdo tecidos complexos compostos de diferentes tipos

celulares que participam em interacdes heterotipicas umas com as outras. Conforme as



células normais se transformam progressivamente para um estagio neoplasico elas vao
adquirindo diferentes capacidades que fazem com que possam se caracterizar como
tumorigénicas e, posteriormente, malignas (Hanahan e Weinberg, 2011; Pickup et al.,
2014).

Do ponto de vista gendmico, todos os tipos de cancer sdo causados e, portanto,
contém mutagdes em seu material genético (Alexandrov et al., 2013). Algumas dessas
mutagdes tém repercussdo na biologia da célula cancerosa direcionando-a para o
crescimento tumoral descontrolado resultante de um aumento da sensibilidade aos fatores
de crescimento, gerando uma massa tumoral caracteristica de neoplasias. Outras, podem
inativar genes que protegeriam as células de uma proliferacdo anormal; normalmente
chamados de genes supressores de tumores (Morris € Chan, 2015).

Além disso, mutagdes podem dar origem a proteinas que apresentem fungdes
oncogénicas que estimulam a proliferacdo celular ou acrescentam outras vantagens as
células pré-tumorais que afetardo, portanto, os processos biologicos envolvidos na
transformagao de células normais em células cancerosas (Horne Steven et al., 2014).
Como por exemplo: o escape das células anormais frente ao sistema imune, o que
possibilita que elas sobrevivam na corrente sanguinea e gerem metastases (Vinay et al.,
2015); a imortalidade replicativa, que faz com que as células percam ou diminuam a
capacidade de entrar em apoptose ganhando, assim, resisténcia a morte celular
programada (Mohammad et al., 2015); a inducdo da formagao de vasos para irriga¢ao do
tumor com O e nutrientes; a instabilidade gendmica, que faz com que a massa tumoral
apresente diversidade de tipos celulares, o que dificulta o tratamento (Suzuki e Takahashi,
2013); e, a desregulacdo do metabolismo energético, que faz com que a fonte de energia
principal seja a respiracdo anaerobia (Ngo ef al., 2015). Portanto, o processo no qual uma
célula normal torna-se neoplasica ¢ caracterizado por acumulo de diversas mutacdes
como essas (Figura 1) (Weinberg, 2014).

Hoje em dia ja estdo bem estabelecidas e aceitas diversas caracteristicas que sao
comuns a todas as células tumorais. Diferentes e complementares entre si, sdo capazes de
promover o crescimento tumoral e a sua disseminagdo metastatica. Sdo elas: a
manuten¢do da sinalizacdo proliferativa, perda dos supressores de crescimento,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, indu¢do da angiogénese, ativagdo da
invasdo e metastase (Hanahan e Weinberg, 2000), a instabilidade e mutag¢do gendmica, a

inflamacdo promovida pelo tumor, desregulagdo do metabolismo energético e o escape



da destruicao pelo sistema imune (Hanahan e Weinberg, 2011). Estas caracteristicas estdo

sumarizadas abaixo na figura 1.

Manutengdo Perda de
da sinalizacdo supressores de
de proliferacdo crescimento

Desregulagdo do
metabolismo
energético

Escape da
destruicao pelo
sistema imune

Resisténcia a Ativacdo da
morte celular imortalidade
replicativa
Inflamagdo
mutacao pelo tumor
gendmica
Indugdo de Ativagdo de invasao
angiogénesis e metdastase

Figura 1. Principais caracteristicas de uma célula tumoral. A figura ilustra as dez caracteristicas
adquiridas pelas células tumorais. Adaptado de (Hanahan ¢ Weinberg, 2011).

A ativacdo da imortalidade replicativa € requisito basico para geragdo de tumores
macroscopicos. Acredita-se que a capacidade de proliferacdo ilimitada esteja relacionada
com a presenga de telomeros que protegem as caudas dos cromossomos (Hegde et al.,
2013). O comprimento do DNA telomérico em uma célula determina quantas geracdes
de células sucessivas sua progénie podera passar antes de que os telomeros sejam
desgastados e, consequentemente, tenham perdido suas fungdes de protecdo,
desencadeando a entrada da célula em um processo de crise que a levaré a senescéncia e
ou a apoptose (De Vitis et al., 2018). Células tumorais sdo capazes de ativar diversos
mecanismos de manuten¢do telomérica que impedem o encurtamento dos telomeros,
processo esse que costuma ser inevitdvel durante as divisdes celulares. Alguns tumores
expressam telomerases enquanto outros, em menor propor¢ao, ativam a via alternativa de
alongamento dos teldomeros (Bordeira Gaspar et al., 2018). Portanto, a imortalidade

replicativa ¢ uma das caracteristicas comportamentais de células tumorais mais



contrastantes quando com comparadas as células normais do corpo, as quais passam por
nameros limitados de ciclos de crescimento e divisdo celular (Hanahan e Weinberg,
2011).

O cancer ¢ também um grupo de doengas silenciosas, a depender da regido do
corpo onde surge, podendo permanecer assintomatico durante longos periodos (em torno
de 10 anos) até ser tornar detectavel (Ott et al., 2009; Weinberg, 2014). Outro aspecto
importante ligado ao controle do cancer ¢ que populagdes de baixa renda em muitos paises
ndo tem acesso a métodos de diagnostico e nem ao tratamento. Em 2017, apenas 26% dos
paises considerados mundialmente de baixa renda per capta declararam ter servigos de
patologia disponiveis pelo setor piblico (WHO 2018). Em contraste, mais que 90% dos
paises considerados mundialmente de elevada renda per capta declararam possuir
servicos de diagnoéstico e tratamento (WHO 2018). A demora para a obtengdo do
diagnédstico ¢ uma das principais caracteristicas ligadas a elevada taxa de mortalidade
desta doenca (Richards, 2009; Neal et al., 2015). Como um grande numero dos casos sao
revelados apenas por diagnoéstico tardio, a doenga ja se encontra em fases avancadas,
instalada em diversos pontos do corpo, inviabilizando a cura e, portanto, tornando o
tratamento apenas uma busca pela extensdo da vida (Kamb et al., 2006; Salzman et al.,
2009).

Essa doenca ¢ atualmente considerada como um dos maiores problemas de satde
publica mundial, com taxas de incidéncia que vém aumentando em muitos paises desde
1990 (Global Burden of Disease Cancer, 2015). O cancer ja ¢ considerado globalmente
como a segunda principal causa de morte em humanos, ficando atras apenas das doengas
cardiovasculares (Siegel et al., 2018), tendo levado a 6bito cerca de 8,8 milhdes de
pessoas em 2015 (Sociedade Americana do Cancer, 2017; WHO 2018). O 6nus global
dessa doencga continua crescendo e, segundo agéncias de vigilancia e controle do cancer,
a estimativa ¢ de que, durante as duas proximas décadas, a incidéncia anual do cancer
dobre chegando a 29,4 milhdes de novos casos em 2035 (Sociedade Americana do
Cancer, 2017; WHO 2018). Essa carga cada vez maior ocorrerd, principalmente, em
paises de média e baixa renda que estdo passando por grandes transi¢des sociais e
econdmicas, representando cerca de 70% das mortes causadas pelo cancer (Sociedade
Americana do Cancer, 2017; WHO 2018;(Jacques Ferlay, 2015). Todos estes aspectos
reforcam o elevado impacto econdmico causado por esta doenca, e atualmente continua
com uma forte tendéncia de aumento. O custo anual do cancer calculado para 2010 foi de

aproximadamente 1,16 trilhdes de dolares (Cancer, 2014).



No entanto, o mais elevado custo do cancer ¢ o custo humano que € representado
pelas incertezas e pelo sofrimento trazidos pelo diagnodstico do cancer. Escondido atras
de todo conjunto de dados estatisticos ligados aos novos casos de cancer existem pessoas,
acompanhadas de suas familias e amigos que sdo arrastados para este grave problema e o
vivenciam por muitos anos, cujo desfecho na grande maioria dos casos ainda ¢ a morte.
Nao importando a nacionalidade, cultura e conjunto de crengas e valores de um povo, o
grande estresse provocado pelo diagndstico do cancer ¢ um evento universal e devastador
para saude fisica e mental de todos os envolvidos.

Embora alguns tipos de cancer continuem incuraveis, existem formas de prevenir
o surgimento de muitos outros tipos numa taxa que varia entre 30 a 50% dos tipos
conhecidos, pela mudanca de comportamento e habitos que implicam na redugdo da
exposicao a riscos ligados ao surgimento desta doenca (WHO 2018). O niimero total da
doenga assim como o niimero de obitos ligados ao cancer também pode ser reduzido
através do diagnostico precoce e tratamento destes doentes de forma adequada e em
tempo habil uma vez que muitos tipos de cancer podem ser curados se diagnosticados
precocemente (WHO 2018).

As medidas de maior sucesso na prevencao do cancer podem ser sumariadas em:
(1) eliminar o tabagismo, (2) eliminar a obesidade, (3) ter uma dieta equilibrada rica em
frutas, legumes e verduras, (4) eliminar o sedentarismo, (5) eliminar o consumo de alcool,
(6) evitar infeccdes virais pela vacinacio ou ajuste de comportamento (HPV, hepatites e
outras infecgdes virais carcinogénicas, (7) evitar exposi¢cdo a radiagdo ionizante e
ultravioleta, (8) evitar inalar poluicdo do ar e (9) eliminar o uso dentro das residéncias de

combustivel solido para ndo haver inalacdo de seus residuos (WHO 2018).

1.2 Incidéncia, prevaléncia e mortalidade do cincer

O cancer afeta de forma geral todos os humanos, no entanto, existem diferengas
se considerarmos as fronteiras locais, regionais e nacionais em especial quando se avalia
tipos especificos de tumor (Cancer, 2014). Os dados epidemioldgicos de incidéncia e
obitos ligados ao cancer variam enormemente em termos de qualidade e cobertura
populacional a depender da regido geografica ou pais considerado. Estes dados estdo
distribuidos entre agéncias nacionais e hospitais que contém um registro completo e
detalhado de todas as ocorréncias ligadas ao cancer ou até a total auséncia de dados, o
que obriga realizar inferéncias baseadas em paises para se ter uma boa estimativa da

doenca nestas localidades (Cancer, 2014).



A compilagdo de dados realizada no projeto GLOBOCAN (2012) demonstrou que
naquele ano a estimativa era de 14,1 milhdes de novos casos diagnosticados
mundialmente com 8,2 milhdes de mortes por cancer, excluindo casos de cancer de pele
do tipo ndo melanoma.

Este levantamento demonstrou que a incidéncia de cancer estava mais elevada em
homens quando comparados as mulheres, 57% e 53% respectivamente. Dentre os
homens, os 5 tipos mais comuns de cancer diagnosticados em 2012 foram: pulmao
(16,7%), prostata (15%), colorretal (10%), estdmago (8,5%) e figado (7,5%). Ja entre as
mulheres, os mais comuns foram mama (25,2%), colorretal (9,2%), pulmao (8,7%), colo
uterino (7,9%), e estdmago (4,8%) (Word Cancer Report, 2014).

Entre os homens, o cancer de pulmao apresentou a mais alta incidéncia, 34,2 casos
em cada 100.000, ficando o cancer de prostata em segundo lugar com 31,1 casos em cada
100.000. Entre as mulheres o cancer de mama apresentou uma incidéncia
consideravelmente mais elevada, 43,3 em cada 100.000, ficando o cancer colorretal em
segundo lugar com 14,3 casos em 100.000.

A prevaléncia estimada para 2012 indicava que 8,7 milhdes de pessoas acima de
15 anos de idade, vivas, haviam sido diagnosticadas com cancer ha um ano, 22 milhdes
haviam sido diagnosticadas em um periodo de 3 anos e 32,6 milhdes apresentavam
diagnéstico num periodo de 5 anos (Cancer, 2014).

A estimativa mundial para o nimero de cancer infantil diagnosticado entre 0 e 14
anos de idade em 2012 foi de 165.000, sendo 95.000 para meninos e 70.000 para meninas.
Se considerados todos os tipos de cancer, excluindo o cancer de pele ndo melanoma, as
mais altas taxas de incidéncia estdo associadas a paises de elevado desenvolvimento
econdmico e social como os Estados Unidos da América, Europa Ocidental, Japao, Coreia
do Sul, Australia e Nova Zelandia (Cancer, 2014).

Mais que 60% dos casos de cancer registrados em todo o mundo ocorreram na
Africa, Asia e nas Américas Central e do Sul, sendo que estas regides representam 70%
de todos as mortes por cancer no periodo avaliado (Cancer, 2014). Portanto, os
desdobramentos desta doenga, lamentavelmente, estdo diretamente associados a
infraestrutura e aos servigos de vigilancia e atendimento do local onde o individuo vive.

Abaixo nas figuras 2, 3 e 4 estdo apresentados os dados mundiais das principais
regides corporais de incidéncia do cancer, taxa de mortalidade e incidéncia normalizada

pela idade em ambos os sexos.
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Numeros de casos de cancer estimados, todas idades (total:14.090.149
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)

(11,9%)

Colorretal: 1.360.602
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Colo de utero: 527.624 Estmago: 951.594

(3,7%) (6,8%)

Figado: 782.451 (5,6%)

Figura 2. Proporg¢do das principais regides corporais de incidéncia de cancer em ambos 0s sexos no ano
de 2012(Cancer, 2014).

Mundo

Ambos os sexos
Numeros de morte por de cancer estimados, todas idades (total:8.201.030)

Pulmé&o: 1.589.800
(19,4%)

Outros: 2.623.336
(32,0%)

Figado: 745.517
(9,1%)

Colo de utero: 265.653

(3,2%) Estdmago: 723.027
(8,8%)
Préstata: 307.471
(3,7%) Colorretal: 693.881
Pancreas: (8,5%)

330.372 (4,0%) Mama: 521.817

(6,4%)

Esofago: 400.156
(4,9%)

Figura 3.Mortalidade pelo cancer em ambos os sexos ano de 2012 (Cancer, 2014).
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Figura 4. Incidéncia e mortalidade do cancer em ambos os sexos, normalizado pela idade por 100 mil
casos, ano de 2012 (Cancer, 2014).

Em paises desenvolvidos predominam os tipos de cancer associados a urbanizagao
e ao desenvolvimento, como por exemplo pulmao, prostata, mama e colorretal, diferente
do que se constata nos demais paises. Com algumas excegdes, ¢ interessante notar que
em paises de médio e baixo niveis de desenvolvimento socioecondmico, os tipos mais
comuns de cancer sdo associados a infec¢des: colo do ttero, estdmago, esdfago e figado.
Apesar de apresentarem uma baixa incidéncia, a mortalidade desses tipos representa
quase 80% dos obitos de cancer no mundo (Jacques Ferlay, 2015; Torre et al., 2015).

Os Estados Unidos s3o um bom modelo para a visualizacdo destes dados. Os
principais tipos de cancer e suas respectivas taxas diferenciais de incidéncias para homens

e mulheres nos Estados Unidos estdo representados na figura 5.



Figure 3. Leading Sites of New Cancer Cases and Deaths - 2017 Estimates
Male Female
Prostate 161,360 19% Breast 252,710 30%
" Lung & bronchus 116,990 14% Lung & bronchus 105,510 12%
- Colon&rectum 71,420 9% Colon & rectum 64,010 8%
S Urinary bladder 60,490 7% Uterine corpus 61,380 7%
5 Melanoma of the skin 52,170 6% Thyroid 42,470 5%
=z Kidney & renal pelvis 40,610 5% Melanoma of the skin 34,940 4%
E Non-Hodgkin lymphoma 40,080 5% Non-Hodgkin lymphoma 32,160 4%
E Leukemia 36,290 4% Leukemia 25,840 3%
z Oral cavity & pharynx 35,720 4% Pancreas 25,700 3%
w Liver &intrahepatic bile duct 29,200 3% Kidney & renal pelvis 23,380 3%
All sites 836,150 100% All sites 852,630 100%
Male Female
Lung & bronchus 84,590 27% Lung & bronchus 71,280 25%
Colon&rectum 27,150 9% Breast 40,610 14%
» Prostate 26,730 8% Colon & rectum 23,110 8%
E Pancreas 22,300 7% Pancreas 20,790 7%
g Liver &intrahepatic bile duct 19,610 6% Ovary 14,080 5%
S Leukemia 14,300 4% Uterine corpus 10,920 4%
® Esophagus 12,720 4% Leukemia 10,200 4%
E Urinary bladder 12,240 4% Liver & intrahepatic bile duct 9,310 3%
E Non-Hodgkin lymphoma 11,450 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,690 3%
Brain & other nervous system 9,620 3% Brain & other nervous system 7,080 3%
All sites 318,420 100% Allsites 282,500 100%
Estimates are rounded to the nearest 10, and cases exclude basal cell and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder
©2017, American Cancer Society, Inc., Surveillance Research

Figura 5. Principais tipos de novos casos de cancer e taxa de morte estimados para 2017 (Sociedade
Americana do Cancer, 2017).

No Brasil, a incidéncia estimada para o biénio 2018-19 ¢ de 600 mil casos de
cancer para cada ano. Além do cancer de pele ndo melanoma, que contribuira para uma
incidéncia de 170 mil casos, ocorrerdo 420 mil novos casos de cancer. No Brasil, os tipos
mais incidentes de cancer em homens sdo os de prostata, pulmao, cdlon e reto, enquanto
as mulheres s3o mais acometidas por cancer de mama, célon e reto, colo uterino, pulmao
e tireoide. No entanto, o Brasil ainda se encontra no perfil que apresenta altas taxas para
os canceres do estomago e esofago. Os dez tipos mais incidentes de cancer por sexo
estimados para 2018 estdo listados na tabela da figura 6 (Isabelle R. Barbosa, 2015; Silva,
2017).

Localizagao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 59.700 29,5%

Traqueia, Bronquio e Pulméao 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%

Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%

Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Puimao  12.530 6,2%

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Esofago 8.240 3,8% Estomago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.



Figura 6. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por
sexo, exceto pele ndo melanoma. Fonte: INCA, 2017.

As taxas de incidéncia ajustadas por idade tanto para homens (217,27/100 mil)
quanto para mulheres (191,78/100 mil) s3o consideradas intermediarias e compativeis
com as apresentadas para paises em desenvolvimento (INCA, 2018).

A distribuicdo da incidéncia no Brasil por Regido geografica mostra que as
Regides Sul e Sudeste concentram 70% da ocorréncia de casos novos; sendo que, na
Regido Sudeste, encontra-se quase a metade dessa incidéncia. Existe, entretanto, grande
variacdo na magnitude e nos tipos de cancer entre as diferentes Regides do Brasil. Nas
Regides Sul e Sudeste, o padrdo da incidéncia mostra que predominam os canceres de
prostata e de mama feminina, bem como os canceres de pulmao e de intestino. A Regido
Centro-Oeste, apesar de semelhante, incorpora em seu perfil os canceres do colo do utero
e de estdmago entre os mais incidentes. Nas Regides Norte e Nordeste, apesar de também
apresentarem os canceres de prostata e mama feminina entre os principais, a incidéncia
dos canceres do colo do tutero e estdmago tem impacto importante nessa populacio

(INCA 2018).

1.3 Cancer de ovario

O Cancer de ovario ¢ o oitavo tipo de cancer mais frequente em mulheres
representando 3,0% de todos os tumores femininos. Dados de 2012 mostraram que
ocorreram 239 mil novos casos o que corresponde a um risco de 6,1/100 mil. Neste
mesmo ano ocorreram 152 mil 6bitos em mulheres devido ao cancer de ovario, o que
representou 4,3% das mortes em mulheres neste ano. O cancer de ovario € a oitava causa
de morte por cancer na populacdo feminina. A letalidade do cancer de ovario ¢ mais
elevada quando comparada com outros tipos de cancer que acometem os Orgaos
reprodutores femininos (INCA, 2018).

A incidéncia do cancer de ovario apresenta variacao de 9,1/100 mil mulheres nas
Regides mais desenvolvidas do globo para 4,9/100 mil mulheres nas menos
desenvolvidas; enquanto a mortalidade varia de 5,0/100 mil mulheres nas Regides mais
desenvolvidas e 3,1/100 mil mulheres nas menos desenvolvidas. Em 2012, a incidéncia
foi maior em paises com altos niveis de desenvolvimento humano (55%). Observaram-se
elevadas taxas de incidéncia e mortalidade na Europa e América do Norte. Em 2015, no

Brasil, ocorreram 3.536 dbitos por cancer de ovario (INCA, 2018).
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No Canad4, destacam-se como fatores na redu¢do da mortalidade por cancer de
ovario: a reducdo da terapia de reposi¢cao hormonal, melhorias na gestdo e no tratamento
dessa doenga; todavia, a sobrevida em cinco anos ou mais, em mulheres com cancer de
ovario, ¢ de 44% (Statistics, 2017). Nos Estados Unidos, a mortalidade também vem
decrescendo de 2005 a 2014, o que pode estar associado ao uso de contraceptivos orais;
e a sobrevida em cinco anos ou mais foi de 92% nas pacientes com doenga localizada ao
diagnédstico (American Cancer Society, 2017). De acordo com dados do INCA, 2018, a
estimativa ¢ de 6.150 novos casos desse tipo de cancer no Brasil. Apesar de ndo apresentar
uma frequéncia tao alta, ele ¢ o tumor ginecoldgico com menor chance de cura pois
aproximadamente 75% dos casos diagnosticados ja estdo em estagio avangado.

As causas desse tipo de cancer ainda nao estdo bem estabelecidas. Sabe-se que a
menarca precoce, a menopausa tardia e a nuliparidade estdo associados com um aumento
das chances do desenvolvimento do cancer de ovario, enquanto que o uso de
contraceptivos orais combinados por longos periodos, gravidez e lactagdo sdo fatores
protetores possivelmente por evitarem a ovulagdo e prolongar a amenorreia (Jordan et al.,
2012; Hasselblad; Gillian D. Sanders; Evan R. Myers, 2013; Caserta D., 2014; Feng et
al., 2014). Outros possiveis fatores de risco sdo a reposicdo hormonal estrogénica pos
menopausa, a obesidade e a endometriose. Entretanto, o fator de risco mais evidente ¢ o
histérico familiar de cancer em familiares de primeiro grau. Esse risco ¢ aumentado
quando duas ou mais familiares em primeiro grau sdo afligidas(Nezhat et al., 2002; Webb
e Jordan, 2017). Acredita-se que 20% dos casos seja de causa hereditaria e mais de 90%
dos casos hereditarios estdo associadas com mutacdo nos genes de reparo do DNA, o
BRCAT1 e 0 BRCA2. As chances de desenvolver o cancer ¢ de 40% para os portadores de
mutagdo do BRCAT e 20% para BRCA2 (Gayther e Pharoah, 2010; Bolton ef al., 2012;
Davidson e Trop¢, 2014).

BRCAT1 e BRCAZ2 sdo genes supressores de tumores que interagem com proteinas
de reparo do DNA para preservar a estrutura do cromossomo. Quando mutados, os genes
BRCA1 e BRCA2 produzem instabilidade genética sujeitando as células a maiores
chances de sofrerem transformagdes malignas. O gene BRCA1 esta localizado no
cromossomo 1721 e os pacientes que apresentam mutacdo nesse gene tém risco
consideravelmente maior de evoluirem com cancer de ovario (39-46%). O gene BRCA2
estd localizado no 13q12 e, normalmente, associado a menor chance de evolugdo para o

cancer de ovario (12-20%). Para as pacientes com mutacdo comprovada em algum desses
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genes, a estratégia para redugdo de risco € a cirurgia de retirada dos ovérios e das tubas
de falopio (Matulonis ef al., 2016; Webb e Jordan, 2017).

Embora considerado como uma entidade tnica, o cancer de ovario pode ser
dividido em diferentes tipos histoldgicos que apresentam subtipos com diferentes fatores
de risco, células de origem, composicdo molecular, caracteristicas clinicas e de
tratamento. Mais de 90% dos casos sdo do tipo epitelial que incluem os subtipos serosos
(68-71%), endometridide (9-11%), de células claras (12-13%) e carcinomas mucinosos
(3%). Dentre eles, o mais frequente ¢ o carcinoma seroso de alto grau que apresenta
estddio avancado da doenca e, portanto, um pior prognostico quando comparado a
estddios mais iniciais. Os outros tipos ndo epiteliais incluem os tumores de células
germinativas e do estroma do corddo sexual, que sdo responsaveis por aproximadamente
10% dos casos (Davidson e Tropé, 2014; Nezhat et al., 2015; Matulonis et al., 2016).
Essas trés classes principais, epitelial, de células germinativas e do estroma do cordao
sexual, sdo divididos com base nas estruturas anatdmicas das quais se originam as

neoplasias (Figura 7).

Ovdrio direito
Células epiteliais

Ovidrio
esquerdo

Utero

Células germinativas

Corpo liteo (foliculos)

Célula estromal

Figura 7. Estruturas anatdomicas dos 6rgios reprodutivos femininos. As trés classes principais de
estruturas ovarianas das quais se originam as neoplasias sdo: células epiteliais, células estromais do
cordao sexual e células germinativas.

O carcinoma epitelial seroso de alto grau ¢ originado da superficie do ovario ou
do tubo de falopio distal. Compreende de 70 a 80% de todos os casos, tem altos niveis de
expressdo da p53 e pl6, expressa fator Wilm’s tumor-1 (WT-1) e receptor de estrogeno

(ER). Alteracdes do BRCA1 e BRCA2 estdo presentes em mais de 10% das mulheres
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desse grupo e 96% apresentam alteragdes genéticas do TP53. Ja o carcinoma epitelial
seroso de baixo grau compreende menos de 5% dos casos, apresenta uma expressao
normal da p53, normalmente expressa WT-1 e ER além de expressar também receptores
de progesterona (PR) (The Cancer Genome Atlas Research, 2011; Kurman, 2013;
Ghoneum et al., 2018). O carcinoma endometridide compreende aproximadamente 10%
dos casos, expressa vimentina, ER, PR e CA-125. Assim como o carcinoma de células
claras, normalmente surgem devido a endometriose. Outros 10% dos casos de carcinoma
epitelial sdo do tipo carcinoma de células claras. Esse tipo apresenta alteracdes genéticas
que incluem mutagdes na KRAS, PTEN e PIK3CA (Lee et al., 2007; Tan e Kaye, 2007).
O ultimo tipo, carcinomas mucinosos, compreendem 3% dos casos e normalmente
expressam mutagcdes na KRAS assim como nos genes MUC2, MUC3 e¢ MUC17
(Vaughan et al., 2011; Ghoneum et al., 2018).

Baseado nas caracteristicas genéticas, clinicas e patoldgicas, o carcinoma epitelial
de ovario ¢ divido em dois tipos: Tumores do tipo I incluem tumores endometridide de
baixo grau, seroso de baixo grau, células claras, mucinoso e Brenner. De acordo com a
Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), os tumores de tipo I
normalmente ficam confinados no ovario e ndo sdo agressivos, sendo classificados
também como estadio 1. J& os tumores do tipo Il incluem carcinomas serosos de alto grau,
endometrioides de alto grau, Miilleriano maligno e o carcinoma indiferenciado. Em
comparagdo com o tipo I, os tumores do tipo II sdo mais agressivos e invadem outros
tecidos muito mais rapido, classificados pela FIGO como estadios II-IV (Abdulfatah et
al., 2018). Os mais frequentes sdo os carcinomas do tipo II, geralmente de histologia
serosa e que parecem ter sido originados do epitélio fimbrial em mais de 60% dos casos.

O perfil molecular dos dois tipos ¢ diferente e esta correlacionado com a natureza
distinta de cada um dos tipos. Os carcinomas do tipo I sdo caracterizados por uma série
de mutagdes dentre elas do KRAS, BRAF e BCL2. Enquanto isso, os carcinomas do tipo
II, em sua maioria, sdo caracterizados por mutagdes no gene TP53, que também estd
presente em quase 96% dos carcinomas serosos ovarianos de alto grau. Ainda, os tumores
do tipo II apresentam altera¢cdes moleculares que prejudicam a expressdo do BRCA tanto
por muta¢do do gene ou por promover sua metilagdo. A marca caracteristica desses
tumores € que eles sdo altamente instaveis geneticamente (Kurman e Shih, 2011; The
Cancer Genome Atlas Research, 2011; Nezhat et al., 2014; Nezhat et al., 2015).

O diagnostico e a avaliagdo de estadiamento da doenga podem ser realizados por

meio de testes e procedimentos como exames fisicos, andlise de histérico familiar, exame
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pélvico, quantificacdo do marcador tumoral CA-125, ultrassom pélvico ou transvaginal,
tomografica computadorizada, PET scan, ressonancia magnética e biopsia.
Por conta da baixa especificidade e sensibilidade do teste com o0 CA-125, ele acaba

sendo mais utilizado para avaliacdo do tratamento e probabilidade de recorréncia.

1.4 Tratamento para o Carcinoma Epitelial de Ovario

Nas ultimas décadas, apesar do grande avango das cirurgias de citorreducao e das
quimioterapias, pouco avanco foi obtido com respeito a sobrevida das pacientes de
carcinoma epitelial de ovario. Tentativas de diagnosticos precoce também falharam em
melhorar esse aspecto. Apesar dos beneficios de uma deteccdo precoce, até os dias de
hoje nenhum estudo demonstrou impacto significativo na diminui¢do da morbidade e
mortalidade desse cancer (National Cancer Institute, 2018; (Nezhat et al., 2015).

Cerca de 25% das mulheres diagnosticadas com o cancer de ovario se apresentardo
com a doenga em estadio I e, portanto, com uma boa taxa de sobrevivéncia a longo prazo.
Contudo, ainda ndo existem testes diagndsticos que sejam realmente efetivos para o
cancer de ovario e, além disso, os sintomas iniciais sdo pouco perceptiveis. Por essa razao,
75% das pacientes ja se encontram com a doenca em estddio avancado quando sdo
diagnosticadas o que dificulta a realizagdo de tratamentos curativos. Além disso, a
tendéncia natural dessa doenga ¢ de recorréncia. Aproximadamente 80% das pacientes
diagnosticadas com cancer epitelial de ovario vao ter recidivas depois do tratamento
padrao de primeira linha (Ozga et al., 2015).

O primeiro objetivo do tratamento como um todo ¢ maximizar o controle do
desenvolvimento tumoral e aliviar os sintomas pelo maior periodo possivel. Apesar de
ndo especificos, com frequéncia os sintomas sugerem a presenca de uma doenca
abdominal. Pacientes reportam inchago, dor abdominal e constipagdo como resultado de
um aumento da pressdo abdominal por conta das ascites ou de envolvimento do omentum
(Goff et al., 2007; Goff, 2012; Doubeni et al., 2016). Algumas vezes, as pacientes
apresentam dor pélvica (Goff ef al., 2004).

Existem diferentes tipos de tratamento para uma paciente de cancer epitelial de
ovario. Alguns sdo tratamentos padrdes e outros ainda estdo em fases de testes clinicos.
Trés tipos classicos sdo utilizados: cirurgia, quimioterapia e terapia alvo.

A cirurgia ¢ o tratamento principal para a maioria das pacientes e sua extensao
dependera do estadiamento da doenca e das condig¢des clinicas da paciente, por exemplo,

mulheres em estddios avancados devem passar por uma ooforectomia bilateral, mas
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aquelas que apresentem um baixo risco e ainda tenham inten¢do de preservar sua
fertilidade podem optar pela ooforetomia apenas do lado afetado (Schwartz, 2008;
Romanidis et al., 2014; Mallen et al., 2018). Se for utilizado um esquema com
quimioterapia neoadjuvante ¢ necessario realizar uma biopsia para confirmar a patologia
(Feng et al., 2018).

Muitas pacientes passam por cirurgia para remog¢ao do tumor. A cirurgia pode ser
uma histerectomia que remove o utero (histerectomia parcial) e, as vezes, o colo do utero
(histerectomia total); uma Salpingo-ooforectomia unilateral que remove o ovario € uma
trompa de Falopio; Salpingo-ooforectomia bilateral quando a remocdo inclui ambos
ovarios e trompas de Falopio; e, Omentectomia que remove o omento, tecido no peritonio
que contém vasos sanguineos, nervos, vasos linfaticos e ganglios linfaticos (National
Cancer Institute, 2018).

O manejo padrdo das pacientes em estadio avancado da doenca ¢ a cirurgia de
retirada da maior massa possivel do tumor seguida de quimioterapia adjuvante com uma
platina (cisplatina ou carboplatina) e um taxano (paclitaxel ou docetaxel) (Jayson et al.,
2014; Oza et al., 2015). Os analogos da platina sdo os agentes mais eficazes contra essa
doenga, mediando seus efeitos através da formacdo de ligacdes cruzadas intra-cadeias
com o DNA. Entretanto, os taxanos exercem seu efeito citotoxico por um efeito que
envolve ligacdo e estabilizagdo da polimerizagdo da tubulina. Frequentemente, sdo usadas
combinagdes de uma platina com um taxano e foi demonstrado que a inclusdo do taxano
na terapia de primeira linha reduziu o risco de morte em 30% (Mcguire et al., 1996;
Piccart et al., 2000). Apesar de serem efetivos, também apresentam muito efeitos
adversos como vOmitos, leucopenia, mielossupressao e neuropatia (Du Bois et al., 2003;
Ozols et al., 2003). Mesmo que o regime de combinacdo platina-taxano resulte em um
aumento da sobrevida média de 5 anos, o desenvolvimento da neuropatia reduz
drasticamente a qualidade de vida dessas pacientes (Ozols et al., 2003; Cannistra, 2004).

Dentro das terapias alvo, o Bevacizumab ¢ um anticorpo monoclonal que pode ser
usado juntamente com a quimioterapia para o tratamento do cancer de ovario que tenha
retornado apods o tratamento cirargico. Os inibidores de PARP também sdo terapias alvo
utilizadas que bloqueiam o reparo do DNA e podem levar as células a morte. Alguns
exemplos de inibidores de PARP utilizados no tratamento dos casos avangados sdo o
Olaparib, rucaparib, niraparib e veliparib. O Cediranib ¢ um inibidor de angiogénese que

tem sido estudado para tratar casos de recidiva (Suh et al., 2018).
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Depois da resposta inicial, a recorréncia do tumor proveniente da doenga residual
apos o tratamento ocorre em mais de 70% das pacientes que evoluirdo para 6bito por
conta do desenvolvimento da resisténcia ao tratamento adquirida pelo cancer (Luvero et
al., 2014). Por isso, ¢ tdo necessario desenvolver alternativas terapéuticas que sejam
capazes de reverter as limitacdes das cirurgias e que diminuam os mecanismos de
resisténcia que surgem em consequéncia dos tratamentos quimioterapicos ndo especificos

e prolongados.

1.5 Ciclo celular, Cinesinas e Centrossomo

A mitose ¢ um processo de divisdo celular fundamental para a vida de todas as
células eucarioticas. Em organismos metazoarios, a mitose € essencial para a manutencao
dos diferentes tipos de tecidos, uma vez que frequentemente ocorrem perdas de células
por processos fisiologicos de morte celular e estas células devem ser repostas durante
toda a vida do organismo (Bruce Alberts et al., 2007; Mcintosh et al., 2012; Reece e Al,
2015). Durante a mitose, as células eucaridticas organizam o seu DNA, o qual adquire o
grau maximo de compactagao e, desta forma, sdo organizados em cromossomos que serao
acoplados a elementos do citoesqueleto celular que, através da dindmica dos microtiibulos
associada a forgas de tracdo exercida por proteinas motoras das familias das cinesinas e
dineinas, posicionam os cromossomos na regido central das células e promovem a
segregacdao das cromatides irmas, cujo objetivo ¢ de distribuir igualmente o material
genético replicado para as futuras células filhas (Bai et al., 2017; Maiato et al., 2017,
Oriola et al., 2018). Classicamente, esse processo ¢ descrito em quatro fases sequenciais:
a quiescéncia identificada pela fase GO e a proliferagdo que esta contida nas fases G1, S,
G2/M. A proliferacdo ¢ necessaria para o desenvolvimento, crescimento, regeneracao e
manuten¢do dos organismos (Bertoli et al., 2013; Bai et al., 2017).

Para que a mitose ocorra, as células contam com uma maquinaria baseada em
elementos do citoesqueleto representados pelos microtibulos, centriolos e diversas
proteinas associadas, dentre as quais destacam-se as proteinas motoras, pelo seu papel
essencial na divisao celular (Cheeseman ¢ Desai, 2008; Mcintosh et al., 2012). Uma das
pecas mais importantes deste processo ¢ a duplicagcdo do centrossomo para a formagao do
fuso mitotico (Rieder et al., 2001; Doxsey et al., 2005; Vicente ¢ Wordeman, 2015). O
centrossomo passa por processos essenciais de duplicacdo e posterior migragdo para os
polos opostos da célula, dos centrossomos partem diversos microtiibulos, parte destes

microtibulos sdo microtubulos astrais que se associaram a membrana plasmatica através
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de sua ligagdo com proteinas motoras ancoradas na membrana da célula. Estes
microtibulos sdo responsaveis pela migragdo do centrossomo e sua fixagdo nos polos
opostos das células (Rieder et al., 2001; Vicente e Wordeman, 2015; Oriola et al., 2018).
Os demais microtiibulos irdo se conectar aos cromossomos condensados por meio do
cinetocoro no centromero formando o fuso mitético (Inoué e Salmon, 1995; Komlodi-
Pasztor et al., 2011). Diversos microtubulos ndo se ligardo aos cromossomos e sim a
outros microtubulos vindos do centrossomo oposto. Esta ligagdo serd mediada por
proteinas motoras da familia das cinesinas (cinesina-14 e cinesina-5) que sdo proteinas
que se deslocam sobre os microtibulos no sentido de sua extremidade (-) para a
extremidade (+). Haverdo ainda proteinas motoras também da familia das cinesinas
(cinesina-4,10) associando o DNA dos cromossomos, fora da regido do cinetocoro, aos
microtubulos. As forcas de tragdo das proteinas motoras somada aos movimentos da
dindmica dos microtiibulos geram a forga resultante que puxa os cromossomos na dire¢ao
dos polos opostos da célula (Maddox et al., 2003; Rogers et al., 2005; Wordeman, 2010).
A segregacdo final das cromatides irmas ¢ dependente de um ponto de checagem que
verifica se todas as cromatides estdo associadas aos microtiibulos do fuso. Apos esta
checagem, uma via mediada por ubiquitina e proteasoma libera a enzima separase cujo
alvo sdo as proteinas coesinas que mantém as cromatides unidas umas as outras
(Valentine et al., 2006; Joglekar, 2016). Apos a clivagem das coesinas, a for¢a resultante
da trac¢do exercida por todo o sistema de proteinas motoras promove o deslocamento das
cromatides irmas para os polos opostos da célula que ¢ o evento conhecido como a
segregacao dos cromossomos (Foley e Kapoor, 2013; Losada, 2014). A figura 8 apresenta
o evento da migracdo dos centrossomos e a figura 9 sumariza a associacdo dos
microtibulos com as proteinas motoras, DNA e membrana da célula durante o processo

de divisdo celular.
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da segregagdo dos cromossomos na mitose. Adaptado de: (Tolic, 2018).
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Proteinas motoras cinesinas sdo fundamentais para o processo de divisdo celular,
pois além da sua atividade de deslocamento sobre microtubulos, influenciam a dindmica
dos proprios microtubulos e contribuem no alongamento do fuso durante a prometafase
(Yu e Feng, 2010; Vicente e Wordeman, 2015). Dessa forma, as cinesinas juntamente
com os microtubulos sdo as responsaveis por garantir que a distribui¢do do material
genético entre as células filhas ocorra corretamente e evite a aneuploidia (Michel et al.,
2001; Ward et al., 2014).

As cinesinas utilizam a energia obtida da hidroélise de ATP para se movimentarem
através dos microtiibulos funcionando como motores que fazem com que a energia
liberada da hidrolise do ATP seja convertida em forga de motilidade, deslocando as suas
regides flexiveis lateralmente ao longo dos microtubulos em um movimento semelhante

a um passo (figura 10) (Desai et al., 1999; Mcgrath et al., 2013; Myers e Collins, 2016).
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Figura 10. Movimentacio das cinesinas.

O mau funcionamento de cinesinas produz diversos problemas graves para a
fisiologia celular, como a parada do trafego de vesiculas de secre¢do e falha da montagem

do fuso mitético e/ou citocinese, que sdo erros irreparaveis no processo de divisdo celular
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(Compton, 2000; El-Nassan, 2013). Esses erros desencadeiam a apoptose através da
proteina p53 ou outras vias de sinaliza¢do da morte celular (Sakowicz et al., 2004; Liu et
al.,2013).

A cinesina Eg5, também chamada de KSP (kinesin spindle protein), ¢ a
representante da familia das cinesinas motoras indispensavel para a formacdo do fuso
bipolar necessario para a correta divisdo e separacao das cromatides irmas. Essa proteina
¢ expressa nos testiculos, no timo, nas tonsilas e na medula 6ssea (El-Nassan, 2013).
Sabe-se, também, que € super expressa em tumores solidos como de mama, pulmao,
ovario, bexiga e pancreas enquanto quase ndo aparece em tecidos ndo proliferativos
(Sawin et al., 1992; Liu et al., 2013).

A Eg5 funciona nos estagios iniciais da mitose, responsavel pela separagdo dos
centrossomos ¢ montagem do fuso bipolar (figura 11). Sua inibicdo impede a migragao
do centrossomo para a regido polar levando a forma¢ao de um fuso monopolar chamado
de monoastral: fuso monoastral apresenta-se cercado por um anel de cromossomos
condensados (figura 12). A progressdo do ciclo celular ¢ impedida pela ativagdo do
checkpoint do fuso mitético causando uma retengdo das células neste ponto da mitose
(fase G2/M). Por ser um erro irrepardvel para a maquinaria celular, leva as células a
ativarem a via de morte celular, majoritariamente pela via da apoptose ou da catastrofe

mitotica (Vakifahmetoglu et al., 2008; Zhang e Xu, 2008; El-Nassan, 2013).
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Figura 11. Representacdo da atividade e localizagdo da cinesina Eg5 durante a divisdo celular.

20



X% NS
S O\

Fuso bipolar Fuso monoastral

Figura 12. Modelo de um fuso normal bipolar e um fuso monoastral. Fonte: Adaptado de (El-Nassan,
2013).

A inibi¢do da cinesina Eg5 tem sido bastante estudada pois € capaz de induzir a
morte celular majoritariamente por apoptose e catdstrofe mitotica em varios tipos de
linhagens celulares tumorais (Hayashi et al., 2008; Nakai et al., 2009). Entretanto, por ter
atividade somente nas células em mitose, os inibidores da Eg5 ndo afetam células nio
proliferativas, o que potencialmente faz com que esse tipo de agente antimitotico nao
provoque tantos efeitos adversos como os observados durante o uso de antimitdticos
tradicionais como por exemplo o taxol.

Diversos compostos antimitoticos amplamente utilizados para o tratamento do
cancer tém como alvo os microtubulos interferindo com a sua estrutura e dindmica
(Kavallaris, 2010; Masawang et al., 2014). Estes agentes foram inicialmente isolados de
plantas como os alcaldides da Vinca, vincristrine, vimblastina e taxol, sendo que o taxol
foi aprovado para o tratamento de carcinoma de mama e de ovario metastaticos. Todos
os antimitdticos antitubulina produzem nas células o fendtipo de parada mitética
caracteristica. Entretanto, drogas antitubulina induzem sérios efeitos adversos incluindo
neurotoxicidade, uma vez que os microtibulos desempenham um importante papel nos
elementos do citoesqueleto e trafego de vesicula, que sdo essenciais para a manutencao
das fungdes normais de todas as células e em particular dos neurdnios (Debonis et al.,

2004; Dumontet e Jordan, 2010; Van Vuuren ef al., 2015; Bates e Eastman, 2017).

1.6 Monastrol e Dihidropirimidinonas (DHPMs)

Algumas estratégias vém sendo propostas para o desenvolvimento de agentes
antitumorais que induzam menos efeitos adversos e desta forma contribuam para a
melhoria da qualidade de vida dos pacientes com cancer. Uma delas ¢ o desenvolvimento
de compostos que tenham como alvo proteinas motoras associadas ao microtibulo ou

proteinas que controlam os pontos de checagem na mitose. Neste contexto, em 1999, o
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primeiro antimitotico inibidor seletivo de uma proteina motora foi desenvolvido. Este
composto atua inibindo a mobilidade da cinesina Eg5 por associagdo alostérica com a
proteina (Mayer et al., 1999). Devido ao fendtipo celular produzido em células em
divisdo, o composto recebeu o nome de monastrol (Mayer et al., 1999). Atualmente,
muitos outros compostos vém sendo desenvolvidos tendo como alvo proteinas motoras e
apresentados como promessas para o tratamento do cancer (Canto et al., 2011; Sun et al.,
2011; Ramos et al., 2013; Guido et al., 2015).

O monastrol ¢ uma pequena molécula organica permedvel as membranas celulares
e o primeiro inibidor da maquinaria mitética que ndo tem como alvo a tubulina (Mayer et
al., 1999; Maliga et al., 2002). Ao contrario do taxol, o monastrol ¢ um agente
antimitotico que pode ndo produzir neurotoxicidade (Abnous et al., 2013). Este agente ¢
um prototipo derivado da familia das Dihidropirimidinonas (Mayer ef al., 1999; Kapoor
et al., 2000).

Dihidropirimidinona ¢ o produto heterociclico de uma reacdo multicomponente
de ciclo-condensa¢do (Figura 13) que foi descrita em 1893 por um quimico italiano,
Pietro Biginelli (Nagarajaiah et al., 2016). Tal reagdo, hoje conhecida como reagdo de
Biginelli, ¢ realizada através do aquecimento de trés componentes: acetoacetato de etila,
benzaldeido e (thio)ureia, dissolvidos em etanol, utilizando é4cido cloridrico (HCI) como
catalisador, em uma temperatura de refluxo resultando na formacdo do composto 3,4-

dihydropyrimidin-2(1H)-onas (DHPM). (De Vasconcelos et al., 2012; Matos et al., 2018)

(0]
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DHPM

Figura 13. Reacao de Biginelli.

A partir da década de 1990, variacdes dos trés componentes principais dessa
reacdo vém chamando a aten¢do na area da sintese organica, pois estas variacdes geram
produtos que ampliaram a diversidade molecular dos DHPMs, trazendo consigo um
aumento na diversidade da atividade biologica desses compostos (Sweet e Fissekis, 1973;
Ramos et al., 2013; Matos et al., 2018). A introdugdo de grupos especificos nas regides

heterociclicas do nucleo DHPM pode alterar a atividade bioldgica do composto final e,
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portanto, varios grupos de pesquisa em quimica vém desenvolvendo novas reagdes de
sinteses para as DHPMs com diferentes radicais (Kappe, 2000; So$nicki et al., 2014).
Com isso, essa classe de compostos passou a ser importante na area médica por apresentar
diversas atividades como: (1) antiproliferativa/antitumoral, (2) antibacteriana, (3)
antiviral, (4) antifungica, (5) anti-inflamatoria, (6) antioxidante, (7) antimalarica, dentre
outras (Bahekar e Shinde, 2004; Chhillar et al., 2006; Singh et al., 2009; Akhaja e Raval,
2011; Kamal et al.,2011; Abdou et al., 2015; Kaur et al., 2017; Richard Soni et al., 2017).

No trabalho desenvolvido por Guido e colaboradores (2015), foram avaliados 37
derivados de DHPMs, dentre os quais, cinco foram identificados com potencial aplicacdo
antitumoral em ensaios com linhagens de cancer de mama. Neste mesmo trabalho sdo
mostrados resultados de testes de dindmica molecular no qual se demonstrou que os
compostos com atividade antiproliferativa se associavam diretamente a cadeia
polipeptidica das cinesina Eg5 limitando a mobilidade de suas regides flexiveis, areas
estas fundamentais para o seu movimento e fun¢do (Guido et al., 2015). Ensaios de
inibi¢do in vitro da atividade da Eg5 realizados pelo mesmo grupo, puderam confirmar a
acdo de inibi¢do dessas proteinas com seletividade para células tumorais (Guido et al.,
2015). Além disso, alguns compostos foram capazes de modular o fenotipo CD44+/CD24-
reduzindo a populagdo de células-tronco tumorais (CTT) na linhagem tumoral de
adenocarcinoma mamario triplo negativo (Guido et al., 2015). Esse efeito ¢ bastante
importante tendo em vista que as CTT apresentam resisténcia a diversas terapias
convencionais, sendo a populacdo celular ligada a recidiva desta doenc¢a (Prud'homme,
2012; Luvero et al., 2014). Além destes aspectos, as DHPMs também induziram a
reducdo da capacidade angiogénica em ensaios in vitro e in vivo (Guido et al., 2015).
Assim, diferentes propostas para atividade de derivados de DHPMs (Gonzalez-
Ballesteros et al., 2015; Guido et al., 2015; Han Yu ef al., 2017; Makala e Ulaganathan,
2018) sugerem estas moléculas como promissoras alternativas para o uso no tratamento
do cancer, impulsionando o seu desenvolvimento.

Dando continuidade ao trabalho do nosso grupo com derivados das DHPMs,
foram sintetizadas novas moléculas contendo as modificacdes indicadas na figura 14,
gerando seis novos produtos os quais serdo referidos aqui como compostos de segunda

geragao.
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Figura 14. Esquema das moléculas sintetizadas pelo laboratdrio de quimica, utilizando o nucleo DHPM,
demonstrando a estrutura principal da primeira geragao de moléculas sintetizadas e as diferencas para a
segunda geragdo de moléculas utilizadas nesse trabalho. Os circulos vermelhos indicam a posi¢do das
modificagdes.

2 JUSTIFICATIVA

O cancer ¢ um grupo de patologias de incidéncia mundial e até o presente
momento os esquemas terapéuticos aplicados com fins de cura e controle desta doenca
ndo foram capazes de reduzir o 6nus global desta enfermidade. Levando em consideragao
a magnitude e agressividade do cancer e seu impacto social e economico, tratamentos
convencionais permanecem insatisfatorios para diminuir as taxas de mortalidade dentro
das populagdes humanas. Apesar de ja existirem muitos quimioterapicos efetivos, os
efeitos adversos produzidos por estes farmacos, assim como o surgimento de tumores
resistentes ¢/ou a selegao de células resistentes em um tumor sob tratamento, limitam em
muito o uso desses farmacos, aumentando a necessidade do desenvolvimento de novas
drogas mais eficazes. Neste sentido, hd um esfor¢o mundial para a realizagdo de estudos
voltados ao melhor entendimento das bases da carcinogénese, da manuten¢do dos
tumores, do escape da edi¢do imune e do processo de metastase. Todas estas informagdes
alimentam um gigantesco sistema cujo objetivo principal é o desenvolvimento de novas
drogas antitumorais que levem a cura do cancer e causem o menor impacto possivel na
saude e qualidade de vida dos pacientes. Neste contexto, nosso grupo vem trabalhando
no desenvolvimento de compostos derivados das DHPMs, com a¢ao inibidora da cinesina
Eg5, no intuito de apresentar possiveis quimioterapicos mais eficazes, que possam ser
aplicados em baixas concentragdes, que induzam reduzidos efeitos adversos e que tenham

um baixo custo de produgdo.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos Geral

Avaliar in vitro a especificidade dos seis novos compostos sintetizados utilizando
8 diferentes linhagens celulares tumorais; apos selecionar a linhagem mais sensivel e os
compostos mais citotoxicos, analisar a atividade desses compostos na alteracdo das

caracteristicas basicas da célula tumoral.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Selecionar o modelo tumoral mais sensivel e os compostos de acordo com a
sua atividade citotoxica e determinar o ICso para os compostos que apresentem
atividade significante;

3.2.2 Avaliar a acdo citotdxica dos derivados de DHPMs sobre células de linhagens
ndo tumorais e calcular a dose maxima ndo citotoxica para cada composto;

3.2.3 Realizar a confirmacao da atividade inibitoria da cinesina Eg5 pelos derivados
de DHPMs selecionados por meio da imunomarcagdo de alfa-tubulina;

3.2.4 Analisar as células tumorais quanto a sua morfologia, formacao de colonia,
perfil de morte, ciclo celular e proliferagdo quando submetidas aos tratamentos com os

compostos selecionados.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Reagentes e equipamentos

Os seis compostos testados neste trabalho foram sintetizados e cedidos pelo
Laboratério de Quimica Medicinal e Tecnologica da Universidade de Brasilia.

Para manutencdo das culturas de células foram utilizados os meios de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), Minimum Essential Media (MEM),
Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM+F12) e RPMI
Media 1640 (RPMI), Soro Fetal Bovino (SFB), Tripsina 0,25% em EDTA, todos obtidos
da empresa GIBCO — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA; o meio de cultivo
Leibovitz — 15 e, Streptomicina e Penicilina da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.

Os anticorpos utilizados neste trabalho foram: anticorpo monoclonal anti-o-
tubulina produzido em camundongo - Clone DM 1A, da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA e IgG de coelho anti-camundongo conjugado a Alexa-546 da Invitrogen — Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA.

Os reagentes utilizados ao longo do trabalho foram: MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio) e lodeto de Propidio da Molecular Probes — Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA; RNAse livre de DNAse, Anexina-V conjugada a
Alexa 680, DAPI e Cell Trace TM CFSE Cell Proliferation Kit, todos da Invitrogen —
Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA; Colchicina e DMSO, da Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA;

Para imunofluorescéncia utilizou-se Triton x-100 ¢ albumina sérica bovina (BSA)
da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA; leite desnatado Molico (Nestlé¢ do Brasil, SP,
Brasil) e meio de montagem anti-decaimento da fluorescéncia, ProLong Gold da
Invitrogen — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA. A andlise foi realizada em
Microscopio Confocal de Varredura a Laser TCS SP5 (Leica, Wetzlar, HE, Germany).

Para analise da morfologia celular foi utilizado o Microscépio de luz Axiovert e
as imagens foram capturadas com o auxilio do software AxioVision 100 — ambos da
Zeiss, Alemanha; para imagens detalhadas da morfologia superficial das células foi
utilizado o microscépio eletronico de varredura, JSM- 7001F, Jeol® — Tokyo, Japao.

Para leitura de absorbancias foi utilizado o equipamento Spectramax M5 e os
dados analisados pelo programa SoftMax Pro 6.2, ambos da Molecular Devices, LLC,
EUA. O citometro de fluxo utilizado foi FACSCalibur (BD Biosciences, Inc., San Jose,

CA) e a andlise dos dados foi realizada no programa FlowJo v.9.9.4 (Tree Star, Inc.,
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Ashland, OR). Analises estatisticas e graficos foram feitos no programa GraphPad Prism

6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

4.2. Sintese de DHPMs pelo método de Biginelli

Levando em considera¢do o grande potencial antitumoral que o monastrol tem
apresentado, novos analogos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de se obter
compostos que apresentem maior especificidade e avidez pelas regides de interagdo com
o seu alvo, aumento da solubilidade, melhorando assim a atividade antitumoral, porém
com menor toxicidade para células normais. Por isso, a sintese dos seis compostos
estudados nesse trabalho foi realizada mantendo o nucleo de dihidropirimidinona
alterando apenas as cadeias laterais. Estes compostos foram sintetizados pela reagdo
descrita por Pietro Biginelli em 1983 (Biginelli e Gazz, 1893) com acréscimo de um
catalisador reciclavel de ferro ligado ao imidazol (Ramos et al., 2013). Esta modalidade
diferencial de sintese foi desenvolvida e realizada no Laboratério de Quimica Medicinal
e Tecnoldgica da Universidade de Brasilia, coordenado pelo Prof. Dr. Brenno Amaro Da
Silveira Neto, protegida pela patente sob pedido de nimero BR 10 2012 021717-1.

As formulas estruturais e moleculares, bem como as massas molares dos seis

compostos testados neste trabalho estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1. Férmula estrutural, c6digo e massa molecular de cada composto desenvolvido pela reagdo de

Biginelli.
Produto codigo Massa molar
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4.3 Manutencao das células
As células de adenocarcinoma mamario humano, MCF-7 e T47-D foram
compradas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As células de cultura primaria de

tecido conjuntivo foram extraidas de polpa dental humana saudéavel no Laboratério de
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Microscopia e Microandlises da Universidade de Brasilia. As linhagens celulares MDA-
MB-231, A2780, CACO-2, DU-145, CAPAN-2, PANC-1 foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro. As células de cultura primaria, extraidas de polpa dental
humana saudavel, constituidas prioritariamente de fibroblastos e as células de linhagem
do epitélio vascular fetal, HUVEC, foram usadas como controle de células normais. As
células CACO-2, PANC-1 e os fibroblastos foram cultivadas em meio DMEM e foram
mantidas a 37°C com 5% de COa. As células DU-145 foram cultivadas em meio MEM e
foram mantidas a 37°C com 5% de CO». As células CAPAN-2 foram cultivadas em meio
McCoy’s e foram mantidas a 37°C com 5% de CO». As células MCF-7 e A2780 foram
cultivadas em meio RPMI e foram mantidas a 37°C com 5% de CO». As células T47-D
foram cultivadas em meio RPMI com insulina (0,1%) e foram mantidas a 37°C com 5%
de CO;. As células MDA-MB-231foram cultivadas em meio Leibovitz L15 a 37° na
auséncia de CO;. Todos os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino

inativado (SFB) e 1% de Penicilina e Streptomicina.

4.4 Esquema de testes com os derivados da 3,4 - dihidropirimidinona

Os seis compostos, com potencial atividade antimitotica, derivados da 3.,4-
dihidropirimidinona foram solubilizados em DMSO, na concentracdo de 100mM e
200mM, para realizagdo dos testes in vitro. As concentragdes testadas variaram de S00uM
a 25uM e os tempos de tratamento estabelecidos foram 24, 48 e 72h. Como controle
positivo do tratamento foi utilizado o monastrol e o controle negativo (sem tratamento)
foi feito incubando-se as células apenas com meio de cultura suplementado.

O tratamento com os compostos que apresentaram melhor atividade também foi
repetido utilizando-se células de cultura priméria de tecido conjuntivo e as células
HUVEC para avaliar a citotoxicidade destes compostos em células normais.

Todos os experimentos subsequentes foram realizados utilizando-se apenas os
compostos selecionados pelo teste de MTT (item 4.5) nas células A2780, tendo como
concentragdo maxima estabelecida aquela que apresentou atividade satisfatoria contra
células tumorais sem possuir citotoxicidade consideravel para as células normais. A

concentracdo maxima para cada composto estd descrita na tabela contida no item 4.7.
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4.5 Ensaio da viabilidade celular/ Triagem de linhagens

A viabilidade das células MCF-7, MDA-MB-231, T47-D, Capan-2, PANC-1,
DU-145, CACO-2, A2780, HUVEC e das células de cultura primaria de tecido conjuntivo
tratadas com os compostos derivados da 3,4- dihidropirimidinona foi determinada pelo
ensaio padrdo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT)
segundo as recomendagdes do fabricante. 3 a 5 x 10° células foram semeadas por pogo,
em placas de 96 pocos e incubadas overnight a 37°C. Apds sua adesdo, as células foram
tratadas com diferentes concentra¢des de cada derivado da 3,4- dihidropirimidinona, do
monastrol, ou foram mantidas apenas com meio de cultivo. Apds o periodo de tratamento
(24, 48 e 72h), os pogos foram incubados por 4h, no escuro e a 37°C, com 150 pL da
solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) e em seguida esta solugdo foi retirada
e 200 uL. de DMSO foram adicionados a cada um dos pocos para a dissolu¢do dos cristais
de formazan. As placas foram lidas no espectrofotdmetro Spectramax M5 (Molecular
Devices — USA). O ensaio de MTT foi feito em triplicata para cada composto e
concentragdo utilizada e trés experimentos independentes foram realizados. A
porcentagem de inibicdo foi determinada comparando a densidade celular do grupo
tratado com o grupo controle no mesmo periodo de incubacdo [porcentagem de inibigdo

= (1 — densidade da célula do grupo tratado) /densidade da célula do grupo controle].

4.6 Calculo do ICs

Os valores da concentragdo inibitoria 50 (ICso) para as células A2780 e MDA-
MB-231 foram calculados com base nos resultados obtidos pelo teste de viabilidade
celular por MTT com o tratamento das células por 72h. Para tal, a porcentagem de células

viaveis foi plotada contra a dose de tratamento em escala logaritmica. O célculo foi feito

utilizando-se o Software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

4.7 Esquema de tratamento com os compostos pré-selecionados pelo teste de
viabilidade celular por MTT

Os tratamentos para todos os experimentos posteriores foram realizados
utilizando-se a linhagem A2780 e os compostos que apresentaram melhor atividade
citotoxica no teste de viabilidade celular por MTT nas concentragdes do ICso ou nas
concentragdes que apresentaram alta mortalidade de células tumorais e que ndo causaram
danos consideraveis as células normais, denominada concentragdo maxima nao citotoxica

para células normais. Estas concentracdes estabelecidas encontram-se na tabela 2 e os
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tempos de tratamento para cada experimento foram determinados de acordo com a

variavel em avalia¢dao sendo estes de 24, 48 ou 72h.

Tabela 2. Concentracdo maxima ndo citotoxica e concentracdo inibitoria 50 (ICso) de tratamento
estabelecida para cada um dos compostos DHPM’s selecionados pelo teste de viabilidade celular pelo MTT

apos 72h de tratamento na linhagem A2780.

TZD 06 200uM 69,98uM
TZD 07 100pM 29,47uM
TZD 14 200uM 83,71pM
TZD 15 100pM 76,70nM
Monastrol 1mM 44,25nM

4.8 Imunomarcacio de a-tubulina

Para analisar a influéncia dos tratamentos na formacao do fuso mitético durante a
divisdo celular, foi feita a marcagdo das células com anticorpo anti-o-tubulina. 1 x 10°
células A2780 foram semeadas sobre laminulas redondas colocadas no fundo dos pogos
em placas de 24 pogos. Apos a adesdo, as células receberam ou ndo o tratamento por 24h
com 0s compostos nas concentragdes maximas nao citotoxicas contidas na tabela do item
4.7. Em seguida, as células foram lavadas com PBS, fixadas com formaldeido 3,7% por
30 min e permeabilizadas com triton X-100 0,1% por 20 min. Posteriormente, incubada
em solu¢do de bloqueio (leite desnatado 1%, albumina sérica bovina (BSA) 2,5%, soro
fetal bovino (SFB) 8% em PBS — pH7,4) por 20 min, em seguida as células foram
incubadas com anticorpo primdrio anti-a-tubulina (1:500) produzido em camundongos
por 16h a 4°C. No dia seguinte, os pogos foram lavados com PBS e o anticorpo secundario
Alexa-546 anti-camundongo (5 ng/mL) foi incubado por 1h a 37°C protegido da luz. Os
pogos foram entdo lavados com PBS e incubados por 7 min com DAPI (300 nM) para
marcagdo do DNA celular. Finalmente, os pogos foram lavados novamente com PBS e
as laminas foram montadas com ProLong Gold Antifade e analisadas em Microscopio

Confocal de Varredura a Laser (Leica Microsystems).
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4.9 Anailise das alteracoes morfologicas causadas pelos tratamentos com DHPMs
As andlises das alteracdes morfologicas nas células A2780, ocasionadas em
decorréncia de 24, 48 ou 72h de tratamento, nas concentragdes do ICso contidas na tabela
do item 4.7 dos analogos do monastrol, foram avaliadas por microscopia de luz
(Microscopio Zeiss Axiovert 100) com magnificacdo de 10x e as imagens foram

capturadas com o auxilio do software AxioVision (Zeiss).

4.10 Analise da morfologia das células por microscopia eletronica de varredura
Para visualizar as diferengas causadas na morfologia estrutural e da membrana
celular das células apos os tratamentos por 72h na concentragao do ICso, as células A2780
foram analisadas em microscopio eletronico de varredura (MEV). 5x10° células foram
semeadas sobre laminulas 18x18mm colocadas no fundo da placa de 6 pogos. Apds
adesdo, as células receberam ou ndo o tratamento por 72h com o0s compostos nas
concentragdes do ICso contidas na tabela do item 4.7. Em seguida, o meio de cultivo foi
descartado, as células foram lavadas duas vezes com PSB 1X, e depois fixadas com a
solucdo fixadora Karnovisky 0,1M overnight. No dia seguinte, o fixador foi descartado
e as células foram lavadas com tampao cacodilato 0,1M. As laminulas foram incubadas
no vapor de tetroxido de 6smio 2% por 30 minutos e depois foram lavadas com agua
destilada. Foi feita a desidratacdo em série crescente com acetona (50-100%) e, por
ultimo, as células passaram pelo ponto critico e posterior metalizacdo para serem

analisadas no Microscopio Eletronico de Varredura (Jeol — Japao).

4.11 Analise da capacidade de formacéio de colonia apds tratamento

Para esse teste, 1x10° células A2780 foram semeadas por pogo em placa de 24
pocgos. Apds sua adesdo, as células foram tratadas ou ndo (controle negativo) com os
compostos selecionados na concentragdo maxima ndo citotoxica conforme tabela 2 por
72 horas. Depois do tempo de tratamento, as células que sobreviveram foram lavadas com
PBS 1x e desaderidas das placas utilizando tripsina-EDTA. Cada grupo teste foi contado
e 1x10° células foram semeadas em placas de 6 pogos e ficaram em cultivo por 7 dias,
renovando o meio de cultivo a cada 2 dias.

As colonias que se formaram foram processadas para visualizagdo em
microscopia de luz. Os pogos foram lavados duas vezes com PBS, as células fixadas com

metanol puro por duas vezes durante banhos de 5 minutos. Apds a fixagdo, as células
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foram coradas por cinco minutos com cristal violeta 0,5% em agua destilada. O corante
foi retirado e os pogos foram lavados abundantemente com agua destilada.

As colonias que se formaram foram observadas em microscopia de luz
(Microscopio Zeiss Axiovert 100) com magnificagdo de 10x e as imagens foram

capturadas com o auxilio do software AxioVision (Zeiss).

4.12 Analise do tipo de morte causada pelo tratamento

A andlise do tipo de morte induzida pelos tratamentos foi realizada pela marcagao
das células tumorais de ovario, A2780, com Anexina V-FITC e lodeto de propidio (PI).
1,5 x 10° células foram semeadas em placas de 12 pogos. Apds 24h, as células receberam
os tratamentos por 72h com os compostos e concentragdes maximas nao citotoxicas
indicados na tabela do item 4.7. Decorrido o tempo de tratamento, tanto as células
aderentes como as flutuantes foram lavadas com PBS e ressuspendidas em 100 pL de
tampao de ligagdo de anexina V (10 mM HEPES, 140 mM NacCl e 2,5 mM de CaCl, —
pH 7,4) contendo 5 pL de anexina-V, por 15 min a temperatura ambiente, protegidas da
luz. Apoés este periodo, 400 pL do tampdo de ligacdo da Anexina V foram adicionados
aos tubos que foram mantidos no gelo e 500 pL da solugcdo de PI (PBS e lodeto de
Propidio — para concentragao final de 2 pg/mL) foram adicionados posteriormente. As
células foram incubadas por mais 5 minutos no gelo, lavadas com PBS e a aquisi¢ao dos
dados foi feito no citometro FACSCalibur (Becton Dickinson) com o auxilio do software
CellQuest-Pro. As andlises foram feitas a partir de 3 experimentos independentes

realizados em monoplicata.

4.13 Analise do ciclo celular por marcac¢io com iodeto de propidio (PI)

Células A2780 (4 x10°) foram semeadas em placas de 12 pogos. Apds sua adesdo
as cé¢lulas foram tratadas com os compostos nas concentracdes do ICso indicadas na tabela
do item 4.7 por 24, 48h e 72h. Apds o tratamento, as células foram fixadas com etanol
70% por 2h no gelo, lavadas com PBS e ressuspendidas em solucdo de iodeto de propidio
(0,1% de Triton X-100, 10 pg/mL de PI e 100 pg/mL de RNase livre de DNase) diluido
em PBS, por 10 min a 37°C. Apods o tempo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas, ressuspendidas em PBS e 15.000 eventos de cada amostra foram
analisados por citometria de fluxo. O conteudo de DNA das células nas diferentes fases

do ciclo celular foi determinado utilizando-se a plataforma de ciclo celular do software
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FlowJo. As analises foram feitas a partir de 3 experimentos independentes realizados em

monoplicata.

4.14 Analise de proliferagio celular

A andlise da atividade proliferativa das células A2780 tratadas ou ndo (controle
negativo) foi medida por citometria de fluxo por meio da marcagdo com CFSE
(carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster) na concentragdo final de 10 uM
(diluido em PBS/BSA 0,1%) segundo as recomendagdes do fabricante. As células
previamente marcadas foram colocadas em cultura na concentragdo de 1,5 x 10° células
por poco em placas de 12 pogos. Apds sua adesdo, as células receberam o tratamento com
os compostos indicados na tabela 2 na concentragao do seu ICso, calculado a partir de 72h
de tratamento, ou receberam apenas meio de cultivo (controle). Para o controle
experimental de células que ndo proliferaram, um grupo foi tratado com 10 pM de
colchicina por 1h a 37°C e, em seguida, os pogos foram lavados com meio suplementado
e deixados em cultura pelo mesmo tempo que todos os outros grupos experimentais. Apos
72h de tratamento, as células foram removidas da placa e 20.000 eventos foram
analisados em citometro de fluxo. O célculo da atividade proliferativa foi feito utilizando-

se a plataforma de Proliferacao Celular do software FlowJo.

4.15 Analise estatistica

Os dados das andlises quantitativas foram submetidos ao teste two-way ANOVA
comparagdes multiplas de Dunnett’s para as médias ou a andlise de variancia simples
(ANOVA) (entre trés ou mais grupos). As andlises estatisticas foram conduzidas
utilizando o Software GraphPad Prism e os resultados foram expressos como Média +

SEM. Valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS
5.1 Triagem de citotoxicidade e defini¢io de susceptibilidade celular aos tratamentos
dos DHPMs.

O objetivo desta etapa foi a avalia¢do da atividade de 6 compostos analogos do
monastrol sobre um painel de linhagens celulares tumorais humanas. Inicialmente o
ensaio foi direcionado para o estabelecimento da sensibilidade entre 8 diferentes
linhagens tumorais, para a identificagdo dos tipos celulares mais suscetiveis a atividade
citotoéxica dos compostos na menor concentracdo de tratamento (250uM). Para isso,
foram utilizadas as células de linhagem MCF-7, MDA-MB-231, T47-D, A2780, DU-145,
CACO-2, PANC-1, CAPAN-2. Apo6s 24 horas de tratamento com os compostos em duas
concentragdes 250uM e 500uM, a viabilidade dessas células foi avaliada pelo ensaio do
MTT. Ao analisar o efeito dos tratamentos, verificou-se que o composto TZD 06 induziu
citotoxicidade em mais de 50% da populagdo celular quando empregado na maior
concentracao (500uM) nas linhagens MCF-7, MDA-MB-231, A2780, DU-145, CACO-
2 e PANC-1; ja na concentragdo de 250uM somente as linhagens MDA-MB-231 e A2780
apresentaram redu¢do de viabilidade maior que 50%. O composto TZD 07 induziu
atividade citotdxica semelhante ao TZD 06 em ambas concentragdes. O composto TZD
08 induziu citotoxicidade maior que 50% somente quando empregado na maior
concentragdo de tratamento para a linhagem MDA-MB-231; A mesma atividade foi
verificada para o composto TZD 09. J& no tratamento com os compostos TZD 14 e 15 foi
possivel observar que apenas as linhagens DU-145, CACO-2, PANC-1 foram sensiveis,
mas somente nos ensaios em que os compostos foram empregados na sua maior
concentragdo, enquanto a linhagem de cancer de ovario A2780 apresentou sensibilidade

nas duas concentracdes testadas (figura 15).
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Figura 15. Avaliaciio da Viabilidade celular por MTT das linhagens tumorais. Graficos de viabilidade
das linhagens MCF-7(A), MDA-MB-231(B), T47-D(C), A2780(D), DU-145(E), CACO-2(F), PANC-
1(G), CAPAN-2(H) ap6s 24 horas de tratamento. As barras representam a viabilidade celular em percentual
para cada linhagem estudada apos tratamento com os 6 compostos nas concentragdes indicadas.
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Para os compostos TZD 06 e TZD 07, que induziram citotoxicidade para as
linhagens MDA-MB-231 e A2780 na menor concentracdo, foi calculada a concentragao
inibitdria para 50% da populacao celular (ICs) para os trés tempos avaliados (24, 48 ¢ 72
horas). A concentragdo inibitdria nos trés tempos também foi calculada para os compostos
TZD 14 e 15, que induziram citotoxicidade consideravel na linhagem A2780. Para esse
calculo, as linhagens foram incubadas com os compostos nas concentracdes de 250uM,
200uM, 100uM, 50uM e 25uM por 24, 48 e 72 horas e a viabilidade foi avaliada também
pelo ensaio do MTT (figuras 16, 17 e 18).

A A2780 - 24 horas
125
-~ Il TZD 06
% 100 T17 o TZD 07
g T B TZD 14
e 75 i’ TZD 15
) T
3 50 : T I Monastrol
S T
| 25
>
0
Concentragao (uM)
B MDA-MB 231 - 24 horas
125-
—_ Il TZD 06
X
T 100+ T - o TzZD o7
E -
=
° 75+
o T
(]
T 50+
k=)
2 25 T
>
0-

Concentragao (pM)

Figura 16. Avaliacio da viabilidade celular por MTT das linhagens MDA-MB-231 e A2780 apos 24
horas de tratamento com emprego de concentragdes decrescentes dos compostos. Grafico A representa
a linhagem A2780 e grafico B a linhagem MDA-MD-231. As barras representam a viabilidade celular em
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percentual para cada linhagem estudada apos o tratamento com os 6 compostos nas concentragdes indicadas
por 24 horas.
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Figura 17. Avaliacdo da viabilidade celular por MTT nas linhagens MDA-MD-231 e A2780 apés 48
horas de tratamento com emprego de concentragdes decrescentes dos compostos. Grafico A representa
a linhagem A2780 e grafico B a linhagem MDA-MD-231. As barras representam a viabilidade celular em
percentual para cada linhagem estudada apos o tratamento com os 6 compostos nas concentragdes indicadas
por 48 horas.
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Figura 18 Avaliacdo da viabilidade celular por MTT nas linhagens MDA-MD-231 e A2780 apés 72
horas de tratamento com emprego de concentragdes decrescentes dos compostos. Grafico A representa
a linhagem A2780 e grafico B a linhagem MDA-MD-231. As barras representam a viabilidade celular em
percentual para cada linhagem estudada apos o tratamento com os 6 compostos nas concentragdes indicadas
por 72 horas.
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Os dados gerados pelos resultados destes experimentos nos permitiram concluir
que os efeitos citotoxicos observados sdo tempo dependentes e, por isso, a concentragao
inibitoria 50 para o tempo de 72h foi a escolhida para a realizacdo dos demais

experimentos (Tabela 3).

Tabela 3. ICs estabelecida para os 4 compostos pré-selecionados e o0 monastrol. A tabela apresenta o
ICso calculado para 72h horas de tratamento. *A concentracdo inibitoria 50 (ICs0) do monastrol para
linhagem MDA-MB-231 para o mesmo periodo sdo dados ja publicados pelo nosso grupo (Guido ef al.,

2015i. _

TZD 06 88,45 uM 69,98 uM
TZD 07 92,98 uM 29,47 yM
TZD 14 - 83,71 uM
TZD 15 - 76,70 pM
Monastrol 113,9 pM* 44,25 pM

Para a definicdo da dose maxima ndo citotoéxica dos compostos selecionados de
acordo com as linhagens, foram realizados testes de viabilidade celular adicionais com
fibroblastos, extraidos de polpa dentaria humana, e com células da linhagem de veia
endotelial umbilical humana, HUVEC. Nestes experimentos foram empregadas as
concentragdes de 250uM a 25uM por um periodo de 72 horas de incubagdo com os
compostos (Figura 11). A concentracdo de cada grupo de tratamento que apresentou a
maior diferenca comparada a linhagem tumoral foi selecionada para os proximos

experimentos, conforme descrito na tabela do item 4.7.
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Figura 19. Avaliacdo da citotoxicidade em células normais dos derivados das DHPMs. Grafico A
representa a linhagem A2780 e grafico B a linhagem MDA-MD-231. As barras representam a viabilidade
celular em percentual para cada linhagem estudada apos o tratamento com TDZ 06, TZD 07, TZD 14 ¢
TZD 15 nas concentragdes indicadas por um periodo de 72 horas. ****P<(,0001, **P<0,01 ¢ *P<0,05
comparados ao tratamento dos fibroblastos e HUVEC para cada concentragao.
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A linhagem A2780 foi a escolhida para seguir com os testes posteriores devido a
ter apresentado sensibilidade a um maior numero de compostos e porque quando
comparada as linhagens celulares normais as diferengas nas concentragdes necessarias
para produzir citotoxicidade sdo estatisticamente mais significativas em favor das células

de adenocarcinoma de ovario (A2780).

5.2 O tratamento com derivados de DHPM induz alteracoes morfoldgicas em células
tumorais de ovario (A2780)

Dos compostos selecionados no ensaio de viabilidade, todos eles foram capazes
de causar alteracdes na morfologia das células A2780 tanto em 24, quanto em 48 e 72
horas de tratamento (Figura 20). E possivel notar em todos os grupos que hd um menor
numero de células aderidas, caracteristica observada com mais intensidade nas amostras
tratadas com o composto TZD 06 (Figura 20, letras G, H e I). Essa reducdo nos sugere
que ou as células morreram e/ou pararam sua proliferacdo devido a agdo do tratamento.
Os compostos TZD 06 e TZD 14 sdo os que induziram as alteracdes mais significativas,
dentre elas a redu¢do no tamanho das células e a perda dos pontos de adesdo focal,
principalmente apds 72 horas (Figura 20, letras I e O respectivamente). O tratamento com
o0 TZD 15 induziu um aumento do volume das células, as quais ficaram com aspecto mais
arredondado (Figura 20, letra R), enquanto o tratamento com o TZD 07 foi o que causou
menos alteracdes (Figura 20, letras J, K e L) comparado ao controle negativo de células
ndo tratadas (Figura 20, letras A, B e C). Porém, ainda assim, ¢ possivel notar que apos o
tratamento com o TZD 07 uma menor quantidade de células proliferou (Figura 20, letra

L).
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Figura 20. Avaliagdo morfolégica da linhagem A2780 apos 24, 48 e 72 horas de tratamento com os
derivados de DHPMs selecionados (ICso). As linhas de imagens representam o periodo de tratamento e
as colunas de imagens representam os controles negativo e positivo (monastrol) e os demais compostos
testados. TDZ 06 ¢ TDZ 14 induziram as modificagdes morfologicas mais expressivas (imagens H, [, N e
0). Barras de referéncia de S0uM.
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Na avaliacdo realizada com auxilio do microscopio eletronico de varredura, foi
possivel confirmar a reducao dos pontos de adesdo focal em comparacdo com o controle
negativo, principalmente nos tratamentos com o TZD 06 e o TZD 15. Além disso,
verificou-se que as células que foram tratadas com os compostos TZD 15 apresentavam
significativas alteracdes morfologicas da superficie de suas membranas plasmaéticas,
aspecto mais rugoso/esponjoso. Algumas imagens sugerem uma profunda perda de
estabilidade destas membranas uma vez que as células estdo com suas membranas
parcialmente extraidas (imagem F figura 21). Também, foi observado uma significativa
retracdo do citoplasma resultado parecido com o observado quando as mesmas células
sdo tratadas com o monastrol. Os tratamentos das células realizados com os compostos
TZD 06, 07 e 14 produziram proje¢des na membrana plasmatica compativeis com “blebs
de membrana”, fendmeno observado nas fases tardias do processo de morte celular por

apoptose.
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Figura 21 Avaliaciio morfoldgica da linhagem A2780 apés 72 horas de tratamento com os derivados
de DHPMs selecionados (ICs0). A imagem (A) apresenta os pontos de ades@o da célula(setas) ao substrato
bem preservados mesmo em regides de acumulo celular. Imagem (B), (C) e (F) mostra uma significativa
redugdo dos pontos de adesdo sendo que na imagem (B) observamos alteragdes em que a superficie da
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célula se apresenta mais rugosa. Na imagem (F) as cabecas de setas mostram células com a membrana
parcialmente extraida. Imagens (C), (D) e (E) apresentam células com alteragdes em sua membrana (blebs)
condizente com processo de apoptose (cabega de seta). Barra de referéncia de 10 pm.

5.3 O tratamento realizado com os analogos do monastrol afeta a capacidade de
sobrevivéncia e formacéo de colonias pelas células A2780

O ensaio de formacao de colonia, estabelecido ha mais de 50 anos, é um ensaio in
vitro de sobrevivéncia celular baseado na sua habilidade de proliferar e formar coldnias.
Ap6s 72 horas de tratamento das células A2780 com os compostos nas concentragdes
maximas nao citotoxicas, as células sobreviventes foram novamente plaqueadas e
deixadas em cultivo por uma semana. As células foram entdo fixadas e coradas para
obten¢ao de imagens no microscopio optico. Conforme observado na Figura 22, todos os
tratamentos interferiram de forma expressiva na formacao das novas coldnias, sendo os
compostos TZD 06 e TZD 14 os que inibiram de forma mais expressiva a formagao de

colonia.
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Figura 22 Efeito dos derivados de DHPMs selecionados na formacio de colonia de células A2780
(dose maxima ndo citotéxica, 72h). Imagem (A) mostra a capacidade plena na formagdo de colonias,
Imagem (B) mostra a perturbagdo da formagdo de colonia induzida pelo monastrol (controle positivo).
Imagens (C-F) mostram a interferéncia induzida pelos compostos testados. Imagens (C) e (E) representam
a perda mais acentuada da capacidade de formar colonias por estas células. As colonias formadas pelas
amostras tratadas (imagens C-F) foram menores que as formadas pelas amostras ndo tratadas (imagem B).
Barras de referéncia 200pM.
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6, 7, 14 e 15 induzem a formacao de fusos mitoticos monoastrais

Para o ensaio de confirmagao da atividade dos TZDs sobre as cinesinas Eg5, foi
realizada uma imunomarcacao fluorescente (anticorpo anti-a-tubulina) para verificar se
os compostos testados conservaram a atividade de formagao da bipolaridade. A inibi¢do
desta proteina impede a migragdo dos centrossomos para os polos das células, interferindo
de forma destrutiva com a organiza¢do do fuso mitotico, levando a forma¢do de um

classico fuso monoastral. Utilizando a concentragdo méxima ndo citotoxica de cada
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composto, foi possivel verificar a formag¢do dos fusos monoastrais nas células que
receberam o tratamento por apenas 24 horas. Esta evidéncia morfolégica confirma a
atividade destes derivados como similar & agdo do monastrol. Todos os 4 compostos
testados induziram a formagao do fuso monoastral semelhante ao induzido pelo monastrol

conforme mostrado na Figura 23.
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Figura 23. Confirmacao de atividade dos TZDs pela inducio do fuso mitético monoastral nas células
A2780 (concentracio maxima ndo citotéxica). Imagens (A-C) apresentam fusos mitéticos normais
(cabega de seta). Imagens (D-F) apresentam o fuso mitotico monoastral classico (setas). Imagens (G-R)
mostram a indug@o do fuso monoastral pelos compostos TDZ 06, 07, 14 e 15 respectivamente. o-tubulina
em vermelho e DNA corado com DAPI (azul). Barras de referéncia de 10pum.

5.5 O composto TZD 06 induz morte celular principalmente por apoptose

Com o intuito de identificar o tipo de morte celular induzida pelo tratamento com
os derivados de DHPM, as células A2780 foram tratadas por 72 horas com a dose maxima
ndo citotoxica conforme tabela do item 4.7. Apds o periodo de incubagdo com os
compostos, as células foram marcadas com Anexina-V e iodeto de Propidio e avaliadas
por citometria de fluxo. Este teste permite a identificacdio e quantificagdo de
subpopulagdes de células em apoptose inicial, em apoptose tardia, em necrose e também
as c¢lulas viaveis.

O composto que induziu a morte na maior quantidade de células foi o composto
6, com o qual foi possivel verificar prioritariamente a indu¢ao da apoptose. Assim como
o composto 6, o composto 14 também induziu a apoptose, porém em menor escala. Ja os
outros dois compostos, 7 e 15, através da quantidade de células analisadas, ndo foi

possivel verificar morte de quantidade significativa de células.
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Figura 24 Avaliacido do perfil de morte celular induzido pelos compostos TZDs (dose maxima nio
citotoxica 72 h). Imagem (A) distribuig¢@o das populagdes celulares de acordo com o perfil das marcagdes.
Quadrante inferior esquerdo corresponde as células viaveis, inferior direito as células em apoptose inicial,
superior esquerdo as células necrdticas e o superior direito células em apoptose tardia. Figura (B)
representagdo grafica dos perfis de morte celular com tratamento estatistico. Os compostos induziram
predominantemente a morte celular por apoptose. ***P<0,001 e ****P<0,0001 comparado ao controle NT.

5.6 Os derivados de DHPM induzem alteracdes sutis no perfil do ciclo celular em
células A2780.

Para avaliar se os derivados influenciam na progressao do ciclo celular, as células
A2780 foram tratadas por 24, 48 e 72 horas com a dose méaxima ndo citotoxica e, apos

esse periodo, foram marcadas com iodeto de propidio para andlise no citdmetro de fluxo.
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Esse marcador ¢ um intercalante de DNA, e com isso a marcagdo presente na célula ¢é
diretamente proporcional a quantidade de DNA que essa célula possui. Assim, em analise
por citometria de fluxo, pode-se quantificar as populagdes que estdo em GO/G1 (2N de
DNA); em G2/M (4N de DNA); e as que estdo na fase S (quantidades intermediarias de
DNA). Ainda, aquelas células cujo DNA estéa fragmentado apresentam uma quantificagdo
de fluorescéncia abaixo do pico GO/G1, sendo entdo chamadas de pico sub-G1.

O tratamento por 72 horas inviabilizou o processamento das células para esse tipo
de avaliacdo, fazendo com que ao final nao fosse possivel obter a quantidade minima de
células necessarias para esse tipo de andlise. Nos tratamentos por 24 e 48 horas ndo foi
observado alteracdo significativa na progressao do ciclo celular quando comparado com
o controle negativo. Entretanto, apesar de ndo significativo, a partir de 48 horas ja ¢
possivel verificar que os compostos TZD 14 e 15 levaram a um aumento da retenc¢ao de

células na fase G2/M, figura 24.
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Figura 25 Avaliacio do ciclo celular em células A2780 tratadas com TZDs (ICso, 24 € 48 h). A)
Histogramas das fases do ciclo celular, células ndo tratadas, Monastrol, TZD 06. B) Histogramas das fases
do ciclo celular, TZD 07, TZD 14 ¢ TZD 15. C) Quantificagdo do percentual de células 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. Embora visualmente seja possivel identificar diferengas
entre as fases do ciclo nos grupos controles e tratados, esta diferengca ndo apresentou significincia
estatistica.
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5.7 Os derivados TZD 06, TZD 14 e TZD 15 inibem a proliferacio das células tumorais de
ovario

Ap6s andlise por citometria de fluxo, foi calculado o indice de proliferagdo das
células A2780 previamente marcadas com o CFSE e tratadas com os compostos teste na
concentragdo do ICs por 72 horas. O CFSE ¢ um marcador que entra passivamente em

células viaveis e, apos sua clivagem por esterases citoplasmaticas, torna-se fluorescente.
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Dessa forma, a cada divisdo celular, uma célula divide seu conteudo fluorescente para as
células-filhas, de forma que cada geragao subsequente fique com metade da fluorescéncia
da geracdo anterior.

Os compostos TZD 6, 14 e 15 reduziram de forma estatisticamente significativa
o indice proliferativo das células quando comparadas ao controle ndo tratado. Ja o
monastrol € o composto 7 ndo foram capazes de reduzir esse indice.

O resultado obtido com os compostos TZD 6, 14 e 15 ¢ particularmente
interessante uma vez que corrobora com o resultado do ensaio de formagao de colonia,
no qual os mesmos grupos de tratamento apresentaram atividade inibitéria semelhante.

Além disso, deve-se levar em consideragdo que apesar de os compostos 14 e 15
ndo alterarem o ciclo e nem causarem morte por apoptose conforme esperado, os mesmos
foram capazes de reduzir o indice proliferativo dessas células. Isso indica que eles

provavelmente apresentem mais atividade citostatica do que citotoxica para esse tipo

celular.
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Figura 26. Células A2780 apds 72 horas de tratamento com os compostos TZD 06, 14 e 15 sofrem
reducdo significativa do indice de proliferacdo. A) Histogramas representativos da intensidade de
fluorescéncia do CFSE. Controle de células nao divididas (representado em vermelho); de células tratadas
com os derivados de DHPM indicados (laranja) e de células ndo tratadas (azul). B) Avaliagdo quantitativa
dos dados expressos como o indice de proliferagdo das células £ SEM. Os compostos TZD 06, 14 ¢ 15
inibiram de forma estatisticamente significativa a proliferac@o celular. **P<0,01 e ***P<0,001.
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6 DISCUSSAO

Levando em consideracdo que a imortalidade replicativa ¢ uma das principais
caracteristicas das neoplasias (Hanahan e Weinberg, 2011; Mohammad et al., 2015), ou
seja, a proliferagdo celular descontrolada que pode levar ao mais devastador agravo do
cancer conhecido como metastase (Liotta e Stetler-Stevenson, 1991; Feller ¢ Lemmer,
2011) o acimulo cada vez maior de dados sobre a origem destes processos (Castronovo
et al., 1991; Eccles e Welch, 2007; Geiger e Peeper, 2009; Hu et al., 2012) subsidiam
mundialmente um grande esfor¢o para o desenvolvimento de novos farmacos
antitumorais. Varios agentes antimit6ticos vém sendo desenvolvidos e avaliados contra o
cancer (Cores et al., 2014; Perez-Melero, 2014; Van Vuuren et al., 2015). Porém, muitos
deles apresentam uma limitacdo extremamente comum, estes compostos atuam em alvos
moleculares conservados e essenciais a manutenc¢ao da vida de células normais (Jiang et
al., 2006; Kunal et al., 2014). Este aspecto € o responsavel por provocar nos pacientes as
reacdes adversas que deterioram a qualidade de vida das pessoas em tratamento. Dentre
os efeitos adversos mais comuns provocados por agentes amplamente empregados no
tratamento do cancer podemos destacar como muito deletérios a neurotoxicidade, a
anorexia, a fadiga muscular e a neutropenia (Tohgo et al., 2002; Schiff et al., 2009;
Gilliam e St Clair, 2011; Hashiguchi et al., 2015). Em busca da producido de compostos
organicos que levem a um tratamento cujos alvos moleculares sejam mais especificos e
com atividade conservadas em células tumorais, portanto que produzam menos efeitos
adversos ¢ que nosso grupo vem trabalhando na sintese e na avalia¢do dos derivados das
DHPMs (Ramos et al., 2013; Guido et al., 2015; Silva et al., 2015). Dos compostos
sintetizados pelo nosso grupo, cinco derivados das DHPMs (primeira geragdo de
modifica¢des) produziram uma significante atividade antitumoral contra linhagens de
cancer de mama (Ramos et al., 2013; Guido et al., 2015), com base nestas estruturas uma
nova geragdo de derivados foi sintetizada (segunda geracdao de modificagdes) com intuito
de melhorar a solubilidade dos compostos, manter a sua especificidade por cinesina Eg5
0 que os tornam mais efetivos contra células tumorais e potencializar o seus efeitos
citotoxicos.

Neste trabalho, avaliamos seis novos compostos de derivados dos DHPM’s de
segunda geracdo. A modificagdo introduzida nas moléculas foi a adi¢do de uma cadeia
lateral conforme previamente mostrado na introdugdo desta dissertagdo. Apds a avaliacao
da atividade in vitro, foi observado que a adi¢ao destas cadeias laterais ao nucleo DHPM

tiveram um impacto positivo na solubilidade dos compostos. No entanto, foi aleatoria a
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influéncia na sua atividade ndo sendo possivel ainda prever, através da estrutura, qualquer
impacto para a atividade ou seletividade do composto frente aos diferentes tipos celulares
tumorais. Outros autores t€ém buscado uma via alternativa a experimentagao direta in vitro
e/ou in vivo para a predicao de atividade utilizando simulagdes in silico (Bhat ez al., 2017;
Cruz et al., 2018; Elshaflu et al., 2018; Wang e Yu, 2018). Como nosso grupo trabalha
com um niimero reduzido de moléculas optamos por realizar uma triagem a partir de uma
série de experimentos tradicionais in vitro deixando as avaliagdes in silico para a
determinagdo de sitios de ligacdo nas moléculas alvo dos compostos selecionados.
Utilizando o parametro de citotoxicidade, foi possivel selecionar quatro compostos como
sendo os mais promissores a partir das avaliagdes in vitro (TZD 06, TZD 07, TZD 14 ¢
TZD 15), uma vez que estas moléculas produziram uma redugdo significativa da
viabilidade celular em duas linhagens testadas e também em menores concentragdes
quando comparados aos seus pares € aos compostos de primeira geragdo produzidos e
avaliados pelo nosso grupo (Guido et al., 2015). O pardmetro de citotoxicidade ¢ a
escolha principal para a triagem da atividade de novos compostos propostos contra o
cancer assim como para diversas outras doencas (Chari, 2008; Casi e Neri, 2015; Petrova
et al., 2015). A avaliacdo de citotoxicidade mais amplamente utilizada ¢ baseada na
avaliagdo da fungdo redox das células (Mosmann, 1983; Sliwka et al., 2016) ¢ foi o
parametro seguido nos nossos testes durante as fases iniciais deste trabalho.

Nossas analises apontaram para o modelo de células do cancer de ovério como as
mais sensiveis a este grupo de compostos de forma que a maior parte das avaliacdes foram
realizadas exclusivamente nestas células. Um ponto muito importante neste trabalho foi
a determinacdo da conservagdo da atividade destes derivados em comparagdo com o
monastrol, de forma a se estabelecer uma linearidade entre a primeira e a segunda geragao
destas moléculas. Para isso foi realizada a imunomarcagao fluorescente de a-tubulina em
células de ovario tratadas com os compostos. Nossos resultados nos permitem afirmar
que a atividade dos compostos aqui testados foi conservada em relagdo a primeira geracao
dos derivados (Guido et al., 2015) sendo semelhante a observada com o uso do monastrol,
que produz a inibi¢do da cinesina Eg5 (Mayer et al., 1999; Kapoor et al., 2000). Conforme
jé descrito, a inibi¢ao desta proteina provoca a formacao de fusos monoastrais e induzem
as células a morte celular por apoptose ou por catastrofe mitdtica (Guido et al.,
2015)(Nakai et al., 2009; Stolz et al., 2015). Cada vez mais, diversos grupos em todo o
mundo vém produzindo derivados das DHPMs com objetivo de empregé-los no

tratamento do cancer (Treptow et al., 2015; Matias et al., 2016; Han Yu et al., 2017; Geng
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et al.,2018), estes trabalhos validam o nosso esfor¢o de producao e avaliagao destes tipos
de moléculas.

Em comparagdo com o resultado obtido na avaliagdo de inducdo de fuso
monoastral com os derivados de primeira geracdo das DHPMs que foram DHPM 4bt
[800uM], DHPM 4m [1mM], DHPM 4x [800uM] e DHPM 4bc [ImM] em células MCF-
7 (Guido et al., 2015), a modificacdo na estrutura quimica dos derivados de segunda
geracdo formaram moléculas mais eficientes na indugdo deste fenodtipo. Os compostos
TZD 06 [200uM], 07 [100uM], 14 [200uM] e 15 [100uM] levaram a formagdo de fuso
monoastral em células do cancer de ovario A2780 em divisdo mesmo quando empregados
em concentragdes bem menores.

Com a confirmacao indireta da atividade inibidora da cinesina Eg5 pela formacao
dos fusos monoastrais, era de se esperar que os mesmos compostos induzissem a morte
das células por apoptose ou por catastrofe mitotica, (Vakifahmetoglu et al., 2008; Guido
et al, 2015) uma vez que a inibicdo da cinesina Eg5 previne a separacdo dos
cromossomos, 0 que ativa o ponto de checagem do fuso mitotico retendo as células na
fase G2/M do ciclo celular e, desencadeia a morte das células por apoptose (Nakai et al.,
2009; El-Nassan, 2013). C¢lulas apoptdticas sdo removidas do tecido pelos macrofagos
e neutrdfilos e a interagcdo destas células com estes fagdcitos induzem a produgdo e
liberagdo de mediadores quimicos anti-inflamatérios, fazendo com que ocorra um
processo de morte “limpa” (Kerr et al., 1972; Kerr et al., 1994; Khan et al., 2014). A
indugdo da apoptose mediada por moléculas com atividade antitumoral ¢ de extrema
relevancia por se assemelhar com os processos fisioloégicos de renovagdo tecidual
(Renehan et al., 2001; Khan et al, 2014). Nossos resultados indicaram que dos
tratamentos com os quatro compostos, os derivados TZD 06 e TZD 14 foram capazes de
induzir a morte celular por apoptose. A catastrofe mitotica, também observada em células
tumorais tratadas com derivados das DHPMs (Guido et al., 2015), ndo pode ser
identificada em nossos ensaios. Este tipo de morte celular ¢ caracterizada por alteragdes
nucleares que podem levar a multinucleacdo e/ou micronucleagao (Vakifahmetoglu et al.,
2008; Mc Gee, 2015; Denisenko et al., 2016).

Uma vez ja descrito que a inibicdo da cinesina Eg5 retém as células na fase
G2/M da mitose, avaliamos se o tratamento com os quatro compostos selecionados
causaria alteracdo do ciclo celular nas células A2780. Entretanto, assim como no trabalho
realizado por Kapoor e colaboradores (Kapoor et al., 2000), ndo foi observada inibi¢ao

da progressdo pelas fases S e G2 do ciclo celular. Possivelmente, a parada mitotica
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causada pelos TZDs testados ¢ semelhante a do monastrol induzindo rapidamente a
remocdo das células por apoptose o que impede a sua detec¢do ou ainda podendo ser
rapidamente reversivel (Marques ef al., 2016) nas células resistentes, ndo sendo possivel
observar alteragdes do ciclo.

Apesar de ndo gerar alteracdo na progressdao do ciclo celular, trés dos quatro
compostos testados reduziram significativamente a proliferacdo das células. Este efeito
citostatico foi bastante significativo principalmente para o composto TZD 06. A indugao
da inibicdo da atividade proliferativa em células tumorais ¢ um dos alvos encontrados em
todos os agentes antitumorais empregados por ser o descontrole da prolifera¢ao celular
um evento essencial para a carcinogénese estando ainda intimamente associada ao
processo de metastase (Eccles e Welch, 2007; Geiger e Peeper, 2009).

Em nossos ensaios para avaliar a forma¢@o de coldnias de células tumorais, os
compostos TZD 06, 14 e 15 foram os que reduziram de forma mais acentuada a formagao
de coldnias das células do carcinoma de ovario. A avaliacdo da formacao de colonias por
células tumorais ¢ um teste amplamente empregado (Zips et al., 2005; Subramaniam e?
al.,2011; Ho et al., 2018) e esta diretamente relacionado com a capacidade proliferativa
destas células. Sendo assim, os nossos resultados relativos a inibigdo da formagdo de
coldnia além de evidenciar este aspecto dos compostos testados também corrobora com
os nossos resultados de inibi¢ao da proliferagdo celular.

Tendo em vista que esse tipo de células tumorais apresenta mecanismos que levam
a resisténcia aos quimioterapicos, o efeito citostatico produzido por esses compostos 0s
torna potenciais candidatos para o emprego em ensaios adicionais in vivo visando a sua

proposicao para o tratamento do cancer de ovario.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com este trabalho nos levam a concluir que dos 6 compostos
testados, 4 apresentam toxicidade significativa para as células A2780 e 2 deles para as
células MDA-MB-231. Dos 4 compostos testados na linhagem A2780, todos causaram
alteracdes na morfologia das células e reduziram a capacidade de formacao de coldnias
apos receberem o tratamento por 72 horas. Além disso, foi possivel confirmar
indiretamente a atividade inibitoria da cinesina Eg5 através da deteccdo por imagem da
formacdo do fuso monoastral a partir de ensaios de imunomarcagao fluorescente de a-
tubulina. Dentre os compostos testados, apenas o composto TZD 06 induziu morte celular
por apoptose de forma estatisticamente significativa. No entanto, nenhum dos compostos
avaliados foi capaz de provocar alteracdes nas fases do ciclo celular de forma expressiva.
Todos os compostos selecionados inibiram a proliferagdo celular com excecdo do
composto TZD 07. Finalmente, acreditamos que diversas avaliagdes complementares
devam ser realizadas com os compostos TZD 06, 14 e 15 a fim de definir diversos
parametros quantitativos como taxa de inibi¢ao das cinesina Eg5, analise in silico de sua
associagdo a cadeia polipeptidica das cinesinas Eg5, dentre outras. Estes estudos poderao
subsidiar o desenho e sintese de outras classes de derivados (terceira geracdo) ou a

continuidade destes estudos no modelo in vivo.
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8 QUADRO RESUMO DOS RESULTADOS

Alteracdo da morfologia celular SIM

Alteragdo na capacidade de formacgao de colonias SIM

Formacao de fuso monoastral SIM
Morte celular por apoptose SIM
Alteracao do ciclo celular NAO
Inibi¢do da proliferacao SIM

Tabela 4. Quadro resumo dos resultados obtidos neste trabalho.

9 PERSPECTIVAS

As perspectivas para continuidade deste trabalho sdo:

SIM
SIM
SIM
SIM

NAO
SIM

SIM
SIM
SIM

NAO

NAO
SIM

9.1 Avaliar as caracteristicas que os tratamentos com os compostos TZD 06 e TZD 07

produziriam nas células da linhagem MDA-MB-231;

9.2 Avaliar o efeito dos derivados TZDs sobre a neovascularizagdo no modelo células

HUVEC e sobre a vascularizagdo no modelo de membrana in vivo;

9.3 Analisar in silico por dinamica molecular a interagdo entre os compostos selecionados

e a cinesina Eg5.

9.4 Avaliar in vitro a inibi¢do das cinesinas pelos compostos selecionados.

9.5 Avaliar a interferéncia com a migracao e invasibilidade das células tumorais causada

pelos derivados selecionados;

9.6 Avaliar o perfil de células tronco tumorais apds as amostras serem tratadas com os

compostos selecionados.
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