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RESUMO

No Brasil o cancer de pancreas representa 2% de todos os tipos de cancer, sendo responsavel
por 4% do total de mortes por essa doenca. Seu tratamento raramente se restringe a remogao
cirdrgica do tumor devido a elevada agressividade desta doenca. Para a maioria dos casos a
alternativa terapéutica é a cirurgia e/ou a quimioterapia associada ou nao a radioterapia. O
cancer de pancreas é uma doenca silenciosa com diagndstico geralmente tardio, o que dificulta
significativamente o tratamento devido a presenca de metastases. Este fator também contribui
decisivamente para um pobre progndstico e uma sobrevida apés o diagnostico bastante
reduzida, variando de seis a dezoito meses para um grande numero de casos. As drogas de
primeira escolha para serem utilizadas na quimioterapia desse tipo de cancer, Gencitabina e o
5-fluoracila (5-FU), atuam interferindo com a capacidade celular de sintetizar seu DNA, e assim
inibindo a mitose e induzindo a morte celular por apoptose. Em razdo dos mecanismos de acgéo
destes farmacos causarem elevada toxicidade para todas as células, o tratamento do cancer de
pancreas esta associado a diversos efeitos adversos severos como por exemplo a pancitopenia.
Apesar dos avangos terapéuticos para o tratamento do cancer, o cancer de pancreas persiste
como o grande desafio, necessitando urgentemente de alternativas terapéuticas centrais e
adjuvantes, que sejam eficientes na eliminacdo das células tumorais e tumorais com menos
toxicidade para as células normais. Com base no acima exposto, nosso grupo passou a avaliar
a proteina RAS mutada (KRAS), presente em mais de 40% dos casos de canceres de pancreas.
Em seguida, nosso grupo sintetizou nove derivados de quinolonas com potencial predito
computacionalmente de interferéncia indireta com a atividade das proteinas RAS. Desta forma,
0 objeto deste trabalho foi realizar a prova de conceito sobre as propriedades dos derivados
das quinolonas atuarem reduzindo ou anulando a atividade anormal de KRAS, na expectativa
gue este potencial de inibicdo pudesse contribuir com a reducado da taxa de proliferacédo celular,
reducdo da migracdo celular e indug¢do da apoptose nestas células tumorais. Embora os agentes
aqui avaliados nédo tenham apresentado resultados promissores para o seu emprego direto,
nossos resultados abrem um amplo horizonte para a sintese de outras séries de derivados das
guinolonas que com elevado potencial de uso como drogas efetivas no tratamento do cancer de

pancreas.
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ABSRACT

In the Brazil, pancreatic cancer represents 2% of all cancer types. Accounting for 4% of all
deaths from this disease. Its treatment is rarely restricted to the surgical removal of the tumor
due to the high aggressiveness of this disease. For most cases the alternative therapy is surgery
and/or chemotherapy associated or not with radiotherapy. Pancreatic cancer is a silent disease
with a generally late diagnosis, which makes treatment difficult because of metastases presence.
This factor also contributes decisively to a poor prognosis and a very short life after diagnosis,
ranging from six to eighteen months for many the cases. The first choice drugs that are used in
chemotherapy of this type of cancer, Gemcitabine and the 5-fluororacil (5-FU), act interfering
with the cellular capacity to synthesize its DNA, thus inhibiting the mitosis and inducing the cell
death by apoptosis. Because the mechanisms of action of these drugs cause high toxicity to all
cells, the treatment of pancreatic cancer is associated with several severe adverse effects such
as pancytopenia. Despite therapeutic advances in the treatment of cancer, pancreatic cancer
persists as the major challenge, urgently requiring central therapeutic alternatives and
adjuvants, which are efficient in eliminating tumor and tumor cells with less toxicity to normal
cells. Based on the above, our group went on to evaluate the RAS protein (KRAS), changed in
more than 40% of cases of pancreatic cancers. Next, our group synthesized nine quinolone
derivatives with computational potential of indirectly interfering with the activity of RAS proteins.
Thus, the objective of this work was to carry out the proof of concept on the properties of the
guinolones derivatives to reduce or cancel the abnormal activity of KRAS, in the expectation that
this potential inhibition could contribute to the reduction of the rate of cell proliferation, reduction
of migration Cell and induction of apoptosis in these tumor cells. Although the agents evaluated
here have not presented promising results for their direct use, our results open a wide horizon
for the synthesis of other series of quinolone derivatives that with high potential of use as

effective drugs in the treatment of pancreatic cancer.

Key words: Cancer, Pancreas, RAS, Chemotherapy, Quinolones.
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1. - INTRODUCAO

O Cancer

A proliferacdo, diferenciacdo e morte programada das células, sdo eventos comuns,
frequentes e necessarios para o funcionamento normal do organismo. Quando o controle da
taxa de proliferacdo celular e da morte celular programa sédo perdidos, geram uma condicédo
anormal produzindo uma populacédo celular imortalizada e com elevada taxa de replicacdo. A
esta populacao celular que se desenvolve de forma adjacente ao tecido normal define-se como
neoplasias (KIRCHNER, 2014; BIRBRAIR et al., 2014; UHR et al., 2015; CHENG, 2016). As
neoplasias podem ser classificadas em benigna (crescimento restrito ao local de surgimento,
lento e expansivo), pré-maligna (carcinoma in situ, ndo invasiva, porém propensa a se
transformar em maligna), e maligna (crescimento rapido e invasivo de extratos no mesmo tecido
e de outros tecidos adjacentes ou distantes da regido de seu surgimento através do processo
de metastase) (ABRAMS, 2012, WHO, 2014; INCA, 2016).

O surgimento do cancer depende de diversos eventos abrangentes e complexos,
controlados por fatores genéticos e epigenéticos, que induzem mutacdes e/ou descontrole da
expressao e regulacdo génica, o que leva a alteracdes irreversiveis da homeostase celular.
Esta condicdo se traduz em proliferacdo acelerada e descontrolada, inibicdo dos processos
naturais de morte celular, perda da inibicdo por contato, mudan¢cas no metabolismo normal,
incapacidade de adeséo de células justapostas, capacidade de migra¢cao para outros tecidos e
propriedades de modulacdo do sistema imunolégico. Todas estas modificagcdes impedem que
estas células possam desempenhar suas funcdes teciduais normais comprometendo também a
atividade do 6rgdo onde se originam (GRIFFITHS et al., 2006, STYLIANOPOULOS, 2016;
SINGH et al.,, 2017; SUN; ZHANG; MA, 2014). Dentre os principais fatores epigenéticos
relacionados ao surgimento do cancer, temos as modificac6es dos padrdes de metilacdo do
DNA e das acetilacbes e fosforilagcdes das histonas que podem inibir, ativar ou ainda promover
a super expressao de genes primordiais a manutencéo da fisiologia normal das células (NOVAK,
2004; LOKODY, 2013; SETON-ROGERS, 2013). InUmeros genes que regulam o sistema de
reparo de DNA e o ciclo celular estdo sujeitos a mudanc¢as epigenéticas 0o que pode acarretar
em sua transformacéo para célula tumoral (COLEMAN, 2016; MCCARREY, 2016). Dentre as
modificacdes mais observadas podemos citar a hipermetilacdo dos seguintes elementos
génicos: (a) complexo promotor da anafase (APC), (b) p53 (proteina reguladora do ciclo celular
e supressora de tumor), (¢) 6-Metilguanina-DNA Metiltransferase (MGMT), MutL Homologo 1
(MLH1), Breast Cancer 1 (BRCA1) todos genes ligados ao reparo do DNA, e (d) p16 (inibidor
de CDK). Esta hirpermetilacdo promove o silenciamento transcricional destes genes levando a
célula a perder o controle de seu ciclo celular e estabelecendo o seu estado transformado
(JONES, BAYLIN, 2002; GOMES et al., 2014; LI et al., 2014, MANTRIPRAGADA et al., 2015;
GAO et al., 2016; SZOPA et al., 2017).

Diversas sdo as fontes que podem levar a mutacbes no material genético e que

contribuem para o desenvolvimento do cancer, geralmente sdo apresentadas como fontes
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externas, como exposi¢cao a radiacgdes ionizantes, substancias quimicas, ou infecgdes virais e
outros organismos patogénicos. Fontes internas podem ser representadas pela desregulacéo
hormonal, propensédo genética hereditaria e imunodeficiéncia (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2016; INCA, 2016). Com o estabelecimento das mutacfes, diversas mudancas metabdlicas e
fisiolégicas ocorrem nas células, que passam do seu estado normal para o estado tumoral, em
seguida estas células geram o tecido tumoral o qual devido a instabilidade genética destas
células é totalmente heterogéneo e incompativel ao tecido original (DRY; YANG; SAEZ-
RODRIGUEZ, 2016; TIROSH et al., 2016; MEACHAM; MORRISON, 2014). O metabolismo
acelerado, super expressédo de receptores ligados a captacdo de macromoléculas, e o estado
indiferenciado de subpopulacBes celulares, traz diversas vantagens competitivas para este
tecido, permitindo uma melhor adaptacdo, sobrevivéncia e exploracdo dos recursos de forma
mais eficiente que as células normais (DRY; YANG; SAEZ-RODRIGUEZ, 2016; MEACHAM;
MORRISON, 2014). Estas diferencas ainda contribuem para a comunicacao entre as células
tumorais e as células do sistema imune, o que leva ao organismo tolerar este tecido. Além
disso, a medida que o tecido tumoral se desenvolve, inicia-se o0 seu processo de angiogénese
através do qual ocorre a inducdo da ligacdo de vasos do organismo aos vasos do tumor
iniciando o complexo sistema de suprimento necesséario para o desenvolvimento do tumor, o
que posteriormente também contribuira para metastase tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011,
ADAMSON, 1987; WEINBERG, 2006; MENG, 2012; TODD. WONG, 1999; WEINSTEIN, JOE,
2006).

O processo de metastase compreende na propriedade das células tumorais de migrar
pelo tecido, invadir vasos sanguineos e linfaticos, se espalhar pelo organismo, encontrar um
tecido alvo, migrar novamente do vaso para o tecido, estabelecendo tumores secundarios,
geralmente distantes do tumor primario (FIDLER, 2003). A metastase é dependente de diversos
processos celulares incomuns em células diferenciadas, como o remodelamento do
citoesqueleto, substituicdo de proteinas de adesdo, migracdo, expressdo e secrecao de
metaloproteinases (ZHAO, 2014; KUMAR et al., 2017). A met4stase ndo apenas tipifica o
cancer como maligno, mas também esta diretamente associada com a gravidade da doenga,
servindo ainda como parametro para o estadiamento dos diversos tipos de canceres humanos
(FRIEDL; ALEXANDER, 2011, CHAMBERS et al., 2002; FRIEDL; WOLF, 2003; SAHAI, 2007).
Na figura 1 estdo sumarizados os principais eventos que levam ao estabelecimento do cancer,
Hanahan and Weinberg, 2011.
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Figura 1. Principais eventos para a formacdo de uma célula tumoral. As principais
caracteristicas de adquiridas por uma célula tumoral sdo a perda se supressores de
crescimento, prevencdo da destruicdo imune, capacidade de imortalidade replicativa,
inflamacdo promovida pelo tumor, ativagdo da invasdo e da metéstase, inducdo de
angiogénese, instabilidade genémica e alta taxa d mutacéo, alta resisténcia aos tipos de morte
celular, desregulacdo do metabolismo energético e fisiolégico, manutencdo constante da
sinalizacéo proliferativa (Hanahan and Weinberg, 2011).

O cancer, por ter inidmeras caracteristicas singulares e dependentes de diversos fatores
pode ser classificado de diversas formas dentre elas a histolégica, ou seja, de acordo com o
tipo de tecido no qual o cancer é originado. Esta classificacdo é subdividida em seis categorias
(carcinoma, linfoma, mieloma, leucemia, sarcoma, e tipos mistos) (KANDOTH, 2013; SEER,
2014). O carcinoma € o tipo mais comum do cancer e é caracterizado de duas maneiras, 0s
adenocarcinomas (situados em tecido glandular) e carcinomas de células escamosas
(pertencentes ao epitélio escamoso) (TRAVIS, 1999; DABBS, SILVERMAN, 2001).

Através de analises estatisticas apresentadas pela Internacional Agency of Research on
Cancer (larc), administrados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), no ano de 2014, o
cancer foi considerado um problema de salde de escala mundial, afetando n&o s6 paises em
desenvolvimento, mas também paises desenvolvidos (INCA, 2016; GLOBOCAN, 2012). Nos
paises em desenvolvimento, o aumento desta doenca esta relacionado ao controle ineficiente
das exposicdes a fatores de risco, diagnésticos tardios da doenca, reducdo na taxa de

mortalidade causada por doengas infecciosas e pela diminuicdo consideravel da mortalidade
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infantil. No caso de paises desenvolvidos, o aumento de novos casos de cancer deve—se aos
fatores ligados ao envelhecimento, obesidade, sedentarismo, crescimento populacional e
aumento do consumo de substancias cancerigenas (INCA, 2016; JEMAL et al., 2011).

Cerca de 14 milh6es de novos casos de cancer com 8 milhGes de 6bitos, em 2012, foram
preditos pela larc/GLOBOCAN, sendo que dos quais 60% (8,4 milh6es) ocorreram em paises
em desenvolvimento com uma taxa de 70% de 6bito (5,88 milhdes). Em homens, a frequéncia
de casos de cancer é maior do que em mulheres, cerca de 25% a mais, com um indice de
mortalidade de 15% para homens e 8% para mulheres, comparando com paises desenvolvidos
(dados esses nédo aplicados para cancer de pele ndo melanoma) (FERLAY, 2013; INCA, 2016;
GLOBOCAN, 2012). Os tipos mais frequentes de cancer no mundo s&do: pulméo (1,8 milhdo),
mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prdstata (1,1 milhdo). Em homens, as incidéncias
sdo de pulmao (16,7 %), prdstata (15%), intestino (10%), estdmago (8,5%), e figado (7,5%). J&
em mulheres as incidéncias sdo mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmé&o (8,7%), colo do utero
(7,9%) e estdbmago (4,8%). Mais de 20 milhées de novos casos de cancer com taxa de
mortalidade de mais de 13 milhfes sdo estimados para 2025 de acordo com a OMS (INCA,
2016).

No Brasil mais de 570 mil novos casos de céncer, exceto os de pele ndo melanoma,
foram estimados para o ano de 2014, com frequéncia de 52% em homens com as maiores taxas
de incidéncia de sitios primarios na préstata, pulméo e célon, e 48% em mulheres nas maiores
frequéncias em mama, célon e utero (INCA, 2016). Em 2016-2017, os estudos apontam um
aumento desse nimero para 600 mil novos casos de cancer (excluindo de pele ndo melanoma,
cerca de 180 mil novos casos) com uma incidéncia de préstata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino
(7,8%), estbmago (6%) e cavidade oral (5,2%) em homens. No caso das mulheres mama
(28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%), pulmao (5,3%) e estbmago (3,7%) conforme
pode ser observado na tabela 1 (INCA, 2016).

Tabela 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes estimados para

2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma* (INCA, 2016).

Prastata 61.200 28.6% Homens Mulheres  Mama feminina 57.960 281%
Traqueia, Bronquio e Puimao 17.330 8,1% Colon e Reto 17.620 8,6%
Colon e Reto 16.660 7.8% Colo do dtero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Puimao  10.890 53%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estomago 7.600 3.7%
Esdfago 7.930 37% Corpo do dtero 6.950 34%
Bexiga 7200 34% Ovdrio 6.150 3.0%
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 2.4%
Sisterma Nervoso Central 5440 2,5% Sisterna Nervoso Ceniral 4830 2.3%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10



O Cancer de pancreas

O péancreas é uma glandula exécrina e enddcrina localizada na parte superior do abdome
e atras do estdmago. Possui a forma de gancho e é dividido em trés segmentos, a cabecga (lado
direito do 6rgédo, encostando-se ao duodeno), o corpo (secdo central) e a cauda (lado esquerdo
do 6rgdo), figura 2. E responsavel pela producdo de enzimas, que atuam na digestdo dos
alimentos (exécrino), e por hormoénios que regulam os niveis de glicose no sangue (enddécrino)
(BRAGA, 2014).
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Figura 2. Representacdo artistica do péncreas e sua localizagdo, adaptado de

www.ohealth.com.

O céancer de pancreas é pouco comum antes dos 30 anos de idade, tendo seu pico de
prevaléncia a partir dos 60 anos de idade. Segundo a Unido Internacional Contra o Céancer
(UICC), os casos da doenca aumentam com o avanc¢o da idade: de 10/100.000 casos entre 40
e 50 anos para 116/100.000 entre 80 e 85 anos. No Brasil, o cancer de pancreas representa
2% de todos os tipos de cancer, sendo responsavel por 4% do total de mortes por cancer (INCA,
2016). Por ano, nos Estados Unidos, mais de 25 mil pessoas sdo diagnosticadas com essa
doenca, € 0 11° com maior prevaléncia estando em 4° lugar na frequéncia de mortalidade para
homens, atras de préstata, pulméo e célon. A maior parte dos casos da doenca localiza-se na
regido da cabeca do 6rgado e é diagnosticada em fase avancada, portanto é tratada apenas para
fins paliativos (BRAGA, 2014). Os tipos mais frequentes sdo 0s exocrinos, dentre eles o
adenocarcinoma com 90% dos casos (na regido direita do 6rgdo, a cabecga). Os

neuroendocrinos (no corpo e na cauda do 6rgdo, regides centrais e a esquerda do érgéo,
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respectivamente) sdo os tipos mais incomuns, porém com um progndstico melhor aos pacientes
(INCA, 2016).

Esse tipo de cancer é uma doencga grave com sintomas iniciais inespecificos e podem
ser confundidos com manifestacdes de outras enfermidades. Por ndo apresentar sinais tipicos,
e com sintomatologia tardia o seu diagnéstico precoce ndo é comum. Os sintomas dependem
da regido onde esta localizado o tumor, e os mais perceptiveis sao perda de apetite e de peso,
fraqueza, diarreia, tontura, dor abdominal de leve a intensa que irradia para as costas, ictericia,
anemia e diabetes tipo 2 (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). Infelizmente, alguns desses
sinais podem indicar que as células malignas ja invadiram a corrente sanguinea e ja se
estabeleceram em 6rgaos vizinhos (metastase). Nesses casos, a doenga pode estar numa fase
mais avancada sendo mais dificil o tratamento (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

O diagnoéstico do cancer de pancreas leva em conta os sinais, sintomas, avaliagcGes de
imagens do 6rgdo somadas a andlise de resultados de exames de laboratério como hemograma,
uréia, creatinina, glicemia, coagulograma, bilirrubina total e fracbes (BTF), enzimas hepéticas
e canaliculares, amilase, lipase, tipagem sanguinea, cromogranina A (marcador tumoral
utilizado em neoplasias enddcrinas), antigeno carcinoembrionario (CEA, presentes em mais de
60% dos casos de neoplasia pancreatica), CA 72.4 (conhecido como TAG — 72, com taxa de
sensibilidade de 45% para neoplasia pancreatica, utilizado para controle de remissao e recidiva
de carcinoma), CA 50 (antigeno de glicoproteina que é expresso pela maioria dos carcinomas
epiteliais e CA19.9 (antigeno de glicoproteina de superficie celular, alterado em mais de 90%
dos casos de neoplasia pancreéatica (ALMEIDA et al, 2007; MARCHI; PAIELLA; LUCHINI, 2016;
HOLDENRIEDER et al. 2016; PRESS, 2016; KAUR et al., 2016). O CA 19.9 é de grande
importancia no acompanhamento da doenca e valor limitado na triagem, pois de 10 a 15% dos
individuos nédo secretam esta glicoproteina (ndo possuem o gene de Lewis) e tumores pequenos
e assintométicos geralmente tém niveis normais de CA 19.9. Além disso, seus niveis podem
estar aumentados em patologias benignas das vias biliares e pancreaticas (ALMEIDA et al.,
2007).

O acompanhamento por imagens, tais como ultrassonografia, tomografia
computadorizada, ressonancia magnética e a colangiopancreatografia retrograda endoscoépica
sdo metodologias utilizadas como auxiliares na avaliacdo da resposta a quimioterapia, por
apresentarem limita¢c8es na identificacdo do tecido alvo. Em alguns casos, é preciso realizar
uma biépsia para ter-se um diagndéstico conclusivo (INCA, 2016; ALMEIDA et al., 2007).

O tratamento do cancer de pancreas pressupfe, sempre que possivel, uma cirurgia para
a retirada completa do tumor. Quando ja existem focos de metastases prejudicando o
funcionamento de outros 6rgados, ela ainda pode ser realizada para reduzir os sintomas
adversos causados pela doenca. A quimioterapia, associada ou ndo a radioterapia, é o recurso
terapéutico utilizado para controle da doenca ou alivio dos sintomas e para evitar recidivas do
tumor, (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). Como normalmente o diagndstico dos casos de
cancer de pancreas é tardio, ponto em que a doenga ja apresenta metastase, as chances de
cura sdo de praticamente zero mesmo com todos os tratamentos existentes. E comum se adotar

uma conduta de tratamento paliativo, em busca sobrevida e qualidade de vida destes pacientes

6



(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).

O tabagismo, o consumo de bebidas alc6olicas, alimentos industrializados, bem como
ocorréncia da pancreatite cronica, diabetes, histérico familiar de cancer, e submissdao a
procedimentos cirargicos para o tratamento de Ulcera no estdmago e/ou duodeno e retirada de
vesicula biliar, sdo fatores de risco que contribuem fortemente para formacao das neoplasias
pancreaticas (INCA, 2016).

Atualmente os agentes quimioterapicos de escolha para o tratamento do cancer de
pancreas sao: Cisplatina, 5-Fluorouracila (5 - FU) e Gemcitabina (UCHIHARA et al., 2015).
Essas drogas ou interferem com a sintese de DNA, ou no caso da cisplatina devido a sua
associacdo com o DNA, originando ligac@es intra e intercadeias, as quais induzem alteracdes
estruturais no material genético. O seu efeito citotéxico é devido a inibicdo da transcricdo e
replicacéo, induzindo as células a morte por apoptose (CHAO et al., 2014; HUANG et al., 2016).
No entanto, este esquema de tratamento é altamente inespecifico, produzindo intensa
citotoxicidade o que gera diversos efeitos adversos nocivos aos pacientes como pancitopenia,
diarréia severa, alopecia, hemorragias, dentre outros.

O adenocarcinoma pancreatico vem sendo associado a trés tipos de disfunc¢fes
genéticas: (1) ativacdo de oncogenes promotores de proliferacdo celular, (2) inativacdo de
genes supressores de tumor e (3) expressdo excessiva de fatores de crescimento e/ou seus
receptores (YU et al.,2014; NORRIS et al.,2013). Um fator genético muito importante para o
estabelecimento do cancer no pancreas sdo muta¢cdes no gene supressor tumoral p53 (YU et
al., 2014). Este evento genético é o mais comum em todos os tipos de canceres humanos, e é
observado em 75% dos cénceres pancreaticos. Este gene codifica uma fosfoproteina nuclear
de 53-kD que tem um papel importante na regulacado do ciclo celular, sintese e reparo de DNA,
apoptose e diferenciacdo celular (YU et al., 2014; NORRIS et al., 2013). Apesar de mutacdes
do gene p53 resultarem em perda da sua fun¢do, as mutacdes do gene p53 isoladas ndo séo
suficientes para causar transformacdo maligna (YU et al., 2014; NORRIS et al., 2013).

Mutacdes que resultam em perda funcional de outros genes supressores de tumor,
incluindo p16, SMAD-4 (SMAD familymember4), e DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) sao
comumente observadas em canceres pancreaticos (YU et al., 2014; NORRIS et al., 2013).
Dele¢cdes, muito menos frequentes de genes de supressdo tumoral, foram observadas em
canceres pancreaticos resultando na perda do gene de retinoblastoma e do gene da polipose
adenomatosa coli (APC). H& relatos na literatura que genes de reparo do DNA sofrem mutacéo
e séo funcionalmente excluidos em cénceres pancreéaticos. Esses genes codificam enzimas
reparadoras de alteragcBes potencialmente patolégicas que ocorrem durante a replicacdo do
DNA (YU et al., 2014; NORRIS et al., 2013).

Muitos fatores de crescimento sdo supra regulados no cancer pancreatico, ou por
aumento da expressdo de seus receptores ou ainda por aumento nos seus ligantes. As
alteracdes mais comumente observadas envolvem a familia do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGF) (DI LEO et al., 2002, RIESCO et al., 2017), que inclui o receptor de EGF (que
responde ao EGF e ao fator transformador de crescimento-alfa) e os receptores HER2, HER3 e
HER4 (LIZARAZO; IVAN, 2008, CHEN et al., 2017). A expressdo excessiva dos receptores de
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EGF e seus ligantes é associada a agressividade do tumor, maior potencial para metastase e
um mau prognéstico (DI LEO et al., 2002, RIESCO et al., 2017). O aumento da expressao do
HER2 é associado a maior diferenciacédo fenotipica (CHEN et al, 2017). Outros sistemas de
fator de crescimento implicados no desenvolvimento de cancer pancreatico incluem aqueles de
crescimento do hepatécito (HGF) e para transformacdo de crescimento do fator-p (TFG-B)
(RUCKI et al., 2016; MELCHIONNA et al., 2016). Alteracdes no pl6 sado encontradas
primariamente no PanIN-2 e PanIN-3 (Pancreatic intraepithelial neoplasia, grade 2/3)
(MIYAZAKI et al., 2017; ZHU et al., 2015). DPC4, BRCA2 e p53 sao inativados durante os
estagios tardios de progressao deste tipo cancer e sdo encontrados quase exclusivamente em
lesdes invasivas (DI LEO et al., 2002, STOJANOVIC et al., 2015).

Proteina RAS

O nome RAS é derivado do inglés "RAt Sarcoma virus” devido a um tipo de sarcoma de
rato ter origem em uma infecgao viral. Nestes sarcomas foi observado o desequilibrio na funcéo
de controle da divisdo celular (MALUMBRES; BARBACID, 2003). Os dois primeiros genes RAS
identificados foram HRAS e KRAS, resultantes de estudos com dois tipos de cancer causados
por viroses, denominados de Harvey sarcoma virus e Kirsten sarcoma virus. Estudos estes
realizados por Edward M. Scolnick e colaboradores no National Institutes of Health (NIH)
(CHANG et al., 1982). Estes virus foram originalmente identificados em ratos durante a década
de 60 por Jennifer Harvey (HARVEY, 1964) e Werner Kirsten, (KIRSTEN et al., 1970).

O interesse pelas proteinas RAS intensificou-se a partir de 1982, quando muta¢des nos
genes RAS foram implicadas no desenvolvimento de cancer em humanos (COOPER, 1982). A
seguir a importancia da proteina RAS na sinalizagdo intracelular foi elucidada por meio de
experimentos com microinjecdo de RAS ativa e anticorpos anti-RAS, mostrando que RAS néo
€ somente capaz de induzir o crescimento anormal caracteristico de células de cancer, mas é
necessaria para a resposta de células normais a estimulacdo por fatores de crescimento
(LUNKE et al., 2017, VARGA et al., 2017). RAS é uma proteina pertencente a familia das
proteinas G que participam de inUmeras cascatas de ativacdo por transducdo de sinal com
atividade GTPésica intrisica promovendo proliferacdo, crescimento, sobrevivéncia,
diferenciacéo e migracéo celular (Figura 3) (BERNDT; AMILTON; SEBTI, 2011).
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Figura 3. Vias de sinalizacdo reguladas pela proteina RAS. A proteina RAS, quando ativada, participa em diversas cascatas de sinalizacao
essenciais para o desenvolvimento e homeostase celular (BERNDT; HAMILTON; SEBTI, 2011).



As proteinas RAS residem livremente no citosol quando inativas e recebem modificagdes
especificas pés-traducionais para suas ativagdes (RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013; VETTER;
WITTINGHOFER, 2007). Primeiramente dois tipos de enzima, a farnesiltranferase (FTase) que
catalisa a transferéncia para a proteina RAS de um isoprendidefarnesil (um grupo composto por
15 Carbonos) ou a geraniltransferase tipo | (GGTase - I), enzima que catalisa a transferéncia
para a proteina RAS de um isoprendidegeranil (constituido por um grupo de 20 carbonos).
Ambos radicais hidrofébicos séo ligados ao residuo de Cisteina da regido terminal CAAX (C
representa o aminoacido Cisteina, A traduz em qualquer aminoacido alifatico e X qualquer
aminodacido) da proteina RAS, promovendo um aumento de sua hidrofobicidade (CARR et al.,
2016, SANTIAGO-TIRADO; DOERINGT, 2016). Apo6s isso o complexo proteina — CAAX —
isoprendide se liga a superficie do Reticulo Endoplasmatico (RE). O Residuo AAX da porgéo
terminal é clivado do complexo pela enzima RAS — converting (Rcel) com posterior adi¢cdo de
um grupo metil pela enzima isoprenilcisteina metil transferase (Icmt). Por fim o complexo recebe
um grupo de cadeia longa de acido graxo, pela palmitoil transferase, para aumentar ainda mais
a sua hidrofobicidade, o que auxilia e estabiliza a sua ligacdo com a membrana plasmética
(CARR, 2016, SANTIAGO-TIRADO; DOERINGT, 2016). Se a prenilacdo for inibida por
inibidores de FTase e GGTase— | o complexo proteico com a porcao terminal CAAX néo se liga
ao reticulo endoplasmatico, ndo sendo processado e ndo adquirindo as propriedades ideais
para a sua associacdo com a membrana plasmética. Como consequéncia ndo haverd o
desencadeamento da ativacdo da transducdo de sinal mediada pela proteina RAS. (Figura 4)
(SHEN et al., 2014).

Plasma membrane

Figura 4. Processo de ativacdo da proteina RAS. A figura representa o processo de ativacao
da RAS pelas enzimas farnesiltranferase (FTase) ou a geraniltransferase tipo | (GGTase - ).
Diversas etapas sdo requeridas para o aumento da hidrofobicidade da proteina, como
prenilacdo, protedlise e metilacdo. Tais etapas possibilitam a interacdo proteina - membrana
plasmética promovendo sua ativacdo e desencadeando os processos de transducéo de sinal

(SHEN et al., 2014, CARR, 2016).
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Quase todos os tipos de canceres pancreaticos e grande parte das les@es precursoras
sdo decorrentes de mutagdes no cddon 12 do oncogene K-RAS (Tabela 2) (VASAN; BOYER;
HERBST, 2014, SANTARPIA, 2017). Esta mutacao é reconhecida como o evento mais precoce
da tumorigénense do céncer pancreatico (RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013, SANTARPIA,
2017). A proteina K-RAS tem um papel chave na regulacdo de muitos eventos celulares,
incluindo a proliferacdo celular. Essa ativacdo é um evento GTP-dependente e finalizado pela
hidrélise do GTP com formacéo de GDP (VETTER; WITTINGHOFER, 2001, SANTARPIA, 2017).

Tabela 2. Prevaléncia dos diferentes tipos de mutacdo da proteina RAS nos 6rgédos. O
grafico mostra a porcentagem dos canceres com as mutacdes de RAS (KRAS, HRAS e NRAS),
em diferentes tipos de 6rgaos (Adaptado de VASAN; BOYER; HERBST, 2014).

No estado normal da proteina RAS sua ativacdo é mediada pelo fator de troca de

nucleotideos de guanina (GEF) substituindo o GDP associado a aproteina RAS pelo GTP. Para
inativagdo da proteina RAS, as proteinas ativadoras de GTPase catalisam a hidrolise do GTP
para GDP. A mutacdo oncogénica principal da proteina K-RAS interfere no evento terminal e,
como resultado, a proteina é mantida permanentemente ativada e um sinal continuo de inducao
de proliferacdo é transmitido ao nucleo destas células, (Figura 5) mediados por KRAS, HRAS e
NRAS, em diferentes tipos de o6rgaos (VASAN; BOYER; HERBST, 2014; RAJASEKHARAN;
RAMAN, 2013; VETTER; WITTINGHOFER, 2007). A ativacdo oncogénica da K-RAS pode
ocorrer em cerca de 97% das neoplasias pancreéticas (COX et al., 2014). Por estas razdes as
proteinas da familia RAS sdo consideradas alvos promissores para producdo de moléculas
inibitérias de sua atividade (SANTARPIA, 2017, NAGY et al., 2016). Além do céancer de
pancreas, diversos outros canceres humanos ocorrem em decorréncia de mutacfes diretamente
nas proteinas RAS ou suas derivadas RAS-Driven (RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013, NAGY et
al., 2016). Estas doencas atualmente sdo de dificil tratamento, sendo ainda excluidas de
tratamentos com terapias alvo-especificas (RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013, NAGY et al.,
2016).
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Figura 5. Comparacdo entre a cascata de sinalizacdo da proteina RAS normal e a mutada.
A. Processo de ativacdo da RAS regulada por GAP e GEF, desencadeando cascata de sinalizacao
normal. B. Na presenga da RAS mutada, sua ativagdo é constante inibindo a capacidade de
regulacdo por GAP, o que promove a sinalizacdo continua das vias metabdlicas nas quais a RAS
participa (KRAS, HRAS e NRAS), em diferentes tipos de érgdos (Adaptado de VASAN; BOYER;

HERBST, 2014).

As quinolonas

As quinolonas sdo moléculas derivadas das quinolinas, substancia essa obtida pela
destilacdo alcalina da quinina. Este composto foi primeiramente isolado da casca de Chinchona
em 1811, o que gerou um impulso na descoberta de outros derivados de quinina obtidos de
fontes naturais (HEEB, S. et al 2011). Posteriormente, foi possivel identificar e isolar derivados
de quinolonas em animais, plantas e microorganismos, o que gerou a caracterizacdo de
diferentes atividades terapéuticas como antialérgica e antimicrobiana. Considerando sua alta
potencialidade, amplo espectro de atividade, boa biodisponibilidade e vasto volume de
distribuicdo sistémica, somado a brandos efeitos adversos, as quinolonas sao moléculas
promissoras para aplicacdo terapéutica humana e veterinaria (ANDERSSON; MACGOWAN,
2003, LAKHANI et al.,2017, KOCSIS; DOMOKOS; SZABO, 2016).

O primeiro derivado de quinolona produzido foi o 4cido nalidixico, porém foram gastos
mais de dez anos entre sintese, testes e formula¢gdes para que outros derivados se tornassem
viaveis para liberacdo do seu uso medicinal, como os derivados flumequinina, norfloxacina e
enoxacina (a formulacédo foi focada para a principal funcdo de tratamento que foi na infecgcéo
urinaria) (ANDERSSON; MACGOWAN, 2003, KOCSIS; DOMOKOS; SZABO, 2016). Com base

nesta linha de raciocinio, diversos derivados de quinolonas foram sintetizados visando atender
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demandas especificas de determinadas doenca através de modificagdes pontuais em suas
estruturas moleculares (ANDERSSON; MACGOWAN, 2003, KOCSIS; DOMOKOS; SZABO,
2016). No total, quatro geracfGes foram produzidas desses derivados, com caracteristicas
especificas em cada uma delas, considerando o acido nalidixico como precursor em todas elas,
sendo conhecidas comumente como fluoroquinolonas (LAKHANI et al.,2017, KOCSIS;
DOMOKOS; SZABO, 2016). Os derivados das primeiras geracdes, atualmente, ndo sdo mais
utilizados por nao possuirem uma atividade tdo efetiva e de amplo espectro como os das
geracdes posteriores e por alguns apresentarem potencial cancerigeno, como foi determinado
para o acido nalidixico em 1998 (OEHHA, 2017). Alguns outros compostos das geragdes mais
recentes foram retirados do uso medicinal por apresentarem atividade citotoxica nao seletiva,
0 que impacta negativamente na inducdo de efeitos adversos, o que impdes gque novos testes
mais rigorosos devam ser aplicados aos demais derivados que estdo em uso no mercado (BALL,
2000).

A atividade antimicrobiana dos derivados de quinolonas consiste basicamente na
inibicdo da replicacdo do DNA bacteriano, em bactérias gram-negativas suscetiveis. As
guinolonas inibem seletivamente o dominio de ligacdo das enzimas topoisomerase IV e DNA
girase, pertencentes a familia das topoisomerases tipo || (QANDIL et al., 2017, ALDRED; KEMS;
OSHEROFF, 2014). Durante a replicacdo do DNA, ocorre o deslocamento da forquilha de
replicacé@o na fita dupla de DNA, esta abertura da fita induz a formagdo do superenovelamento
das fitas a frente da forquilha de replicagcdo, o que resulta no comprometimento do processo
normal de duplicacdo do DNA por impedimento fisico devido a tensdo nas fitas
superenoveladas. As topoisomerases atuam inibindo esse superenovelamento através da
clivagem reversivel de uma das fitas do DNA, passagem da fita adjacente pelo espaco clivado
da primeira fita e posterior religac&o da fita que foi clivada (ALDRED; KEMS; OSHEROFF, 2014,
RODEROVA et al., 2017). A interferéncia com esse processo induz a formac¢do de um complexo
de clivagem que fragmenta o DNA bacteriano (HOOPER, 2001, POMMIER et al., 2010).

Recentemente, muita atencdo vem sendo dedicada ndo a atividade antimicrobiana da
classe das quinolonas, mas as suas propriedades citotéxicas. Esta classe tornou-se objeto de
interesse devido sua agcao sobre a topoisomerase Il, mecanismo semelhante a acdo de varios
compostos antitumorais clinicamente importantes como o0 etoposide, doxorrubicina,
mitoxantrona e ansacrina. Estudos realizados com a ciprofloxacina, um derivado de quinolona
de segunda geracdo (sintetizado na década 80), demonstraram efeitos inibidores do
crescimento de células tumorais humanas da bexiga, da prostata, da regido colorretal, de
células ndo pequenas do pulméo, de linhagens celulares de leucemia humana e de células do
osteossarcoma (GURTOWSKA; KLOSKOWSKI; DREWA, 2010, KHAN et al., 2016, SUN et al.,
2013). A ciprofloxacina em altas concentracfes inibe a atividade da topoisomerase Il, o que
ndo ocorre quando administrada em baixas concentracdes. Mesmo assim, sdo capazes de
reduzir a proliferacdo celular, estabelecendo uma atividade citostatica (HALFTER et al., 2015).
Foi proposto que mecanismos adicionais responsaveis pela acéo citotoxica da ciprofloxacina,
podem estar relacionados com sua agdo na membrana celular e nas mitocdndrias (HOLTOM et
al.,2000, SUN, 2013).
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3.

.- JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos na terapéutica e nas técnicas de diagndstico, o cancer de
pancreas persiste como um grande desafio. Quando a doenca é identificada precocemente,
a cura pode ser alcancada com emprego combinado de diferentes modalidades terapéuticas.
Entretanto, nas situacdes nas quais a doenca esteja disseminada, o0 que representa a maioria
dos casos, o prognéstico é invariavelmente pobre, tornando os métodos de tratamento apenas
paliativos e n&o curativos.

Dessa forma, ha uma necessidade urgente de busca por novos compostos cuja
atividade possa trazer melhores resultados para o tratamento do cancer no pancreas, visando
melhorar a qualidade de vida e principalmente ampliar a expectativa de vida destes pacientes.
Assim, neste trabalho se buscou avaliar in vitro o potencial de derivados de quinolonas na
inibicdo da atividade de proteinas RAS, em conformidade com dados computacionais
anteriores a sintese. Esta abordagem podera abrir um novo caminho para o desenvolvimento
de drogas para serem aplicadas no tratamento do cancer no pancreas, tanto como farmaco
principal como adjuvante.

Este projeto se ampara em extensa colaboragdo com grupo do Dr. Brenno A. da
Silveira Neto, o qual foi o responséavel pelo design, sintese e purificacdo dos derivados de
guinolonas. As analises in vitro aqui realizadas sdo extremamente relevantes e essenciais,
pois tais parametros sdo empregados para auxiliar no entendimento dos mecanismos pelos
guais os derivados das quinolonas interagem e interferem com a fisiologia das células
tumorais assim como os seus efeitos em células normais. Os dados aqui gerados servirdo
ndo apenas como suporte a prospecc¢do de atividade antitumoral, aplicada ao cancer de
pancreas, mas também serdo avaliados de forma a orientar o design para a sintese de uma

segunda geracdo destes derivados que sera produzida e avaliada em breve pelo nosso grupo.

- OBJETIVOS

3.1 - Objetivos gerais

Avaliar in vitro, no modelo cancer de péancreas humano, a atividade de inibicdo da

proteina RAS mediada por derivados das quinolonas.

3.2 - Objetivos especificos

a) Determinar in vitro o perfil de citotoxicidade dos derivados de quinolonas sobre
células normais e tumorais;

b) Avaliar de forma indireta a inibicdo da atividade da proteina RAS em células do
carcinoma (PANC - 1) e adenocarcinoma (CAPAN - 2) pancreéatico humano;

c) Avaliar in vitro o perfil de morte celular, a proliferacdo celular e potencial de migracéo

14



celular em linhagens celulares do carcinoma e adenocarcinoma pancreatico humano,

tratadas com os derivados da quinolona.

4, - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Equipamentos e reagentes

Os nove compostos utilizados neste trabalho foram sintetizados e cedidos pelo
Laboratério de Quimica Medicinal e Tecnoldgica da Universidade de Brasilia (UnB), coordenado
pelo Prof. Brenno Amaro da Silveira Neto.

Para o cultivo celular, foram utilizados os meios de cultura Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) e McCoy's 5A Medium (McCoy's), Soro Fetal Bovino (SFB) da empresa Gibco
— Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA), Tripsina 0,25% em EDTA (T4049) e antibidtico
Penicilina — Estreptomicina (P4333), esses ultimos obtidos da empresa Sigma — Aldrich (St.
Louis, Mo, EUA). Nas estimula¢gdes os compostos utilizados foram Rapamicina (R8781), 3 —
Metiladenina (M9281), adquiridos da Sigma - Aldrich (St. Louis, Mo, EUA). O marcador
fluorescente utilizado foi Laranja de Acridina (AO) (6130), da empresa ImmunoChemistry
Technologies, LLC (Bloomington, MN, EUA).

Alguns Kits foram utilizados para analise de morte celular, Anexina-V conjugada a FITC
(BMS500FI), da eBioscience (San Diego, CA, EUA), lodeto de Propideo (P3566) e MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio) da Molecular Probes - Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA). OCellTrace™ CFSE CellProliferation Kit (C34554), da
Invitrogen — Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA) e Colchicina da Sigma-Aldrich, St.Louis,
MO, EUA foram utilizados para analise de proliferacdo.0O DMSO, da Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA foi utilizado em mais de um tipo de analise.

Na analise da morfologia celular o Microscépio de luz Axiovert foi utilizado e as imagens
capturadas com o auxilio do software AxioVision100 — ambos da Zeiss, Alemanha.

O equipamento Spectramax M5 e o programa SoftMax Pro 5.2, ambos da Molecular
Devices, LLC, EUA foram utilizados para leitura de absorbancias e analise de dados,
respectivamente. O citbmetro de fluxo utilizado foi FACTTalibur, BD Biosciences, Inc., San
Jose, CA e a andlise dos dados realizada no programa FlowJo v.8.2.7 e vX.0.7), Tree Star, Inc.
Os dados estatisticos e graficos foram analisados e feitos no programa GraphPadPrism 5,
GraphPad Software, Inc.

A andlise morfoldgica celular foi feita através do Microscépio de luz Axiovert e as

imagens capturadas com o auxilio do software AxioVision 100, Zeiss, Alemanha.

4.2 — Sintese dos derivados das quinolonas

Com o objetivo da producdo de compostos para os testes necessarios para avaliacédo
indireta da atividade inibitéria da proteina RAS a metodologia de reagdes multicomponentes
(MCRs) foi utilizada no &mbito de maior aproveitamento dos reagentes precursores convertidos

em um Uunico produto. Essa metodologia consegue minimizar os problemas causados pela
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reacdo linear de sintese ja que a mesma passa por um processo intermediario de purificagao o

gue demanda a utilizando grande quantidade de solvente, gerando uma producéo consideravel

de residuos (ALVIM, 2013). Além disso, como na sintese linear o rendimento entre as etapas é

incerto, o tempo para a obtencdo do produto final pode ser demasiadamente extendido em

virtude de rendimentos intermediarios baixos.

Os nove compostos utilizados nesse trabalho com suas estruturas molecular e massa

molar estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3. Compostos utilizados no presente trabalho com suas respectivas Formulas

Estruturais, Fé6rmulas Moleculares e Massas Molares.

Ne° Massa molar
Quinol 1 241 g.mol™?
Quinol 2 308 g.mol?
Quinol 3 360.46 g.mol?
Quinol 4 273.29 g.mol-?
Quinol 5 299 g.mol™?
Quinol 6 480 g.mol?
Quinol 7 403.50 g.mol?
Quinol 8 284.36 g.mol-?
Quinol 9 256.30 g.mol?
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4.3 - Manutencao das linhagens celulares

As linhagens celulares de adenocarcinoma CAPAN — 2 e carcinoma PANC - 1 foram
adquiridas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e cultivadas em meio McCoy's 5A
Medium (McCoy's) e Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), respectivamente,
suplementados com 10% soro fetal bovino (SFB) e tratadas com antibiotico (100.000 U/L de
penicilina e 100mg/L de estreptomicina) em atmosfera contendo 5% de CO2 a37 °C.

Cada linhagem foi selecionada de acordo com a porcentagem de mutacao na proteina
KRAS fornecida pela Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE, 2016) e por representar os dois
tipos mais frequentes em neoplasias pancreaticas, o adenocarcinoma, presente em mais de
90% dos casos de cancer de pancreas, e 0 carcinoma, ambos da regido exdcrina do pancreas
(INCA, 2016). A quantidade de células utilizadas foi dependente da especificidade de cada

experimento.

4.4 — Desenho experimental de testes dos derivados das quinolonas

Nove compostos derivados das quinolonas, com possivel atividade de inibicdo da
proteina KRAS, foram solubilizados em DMSO para os estudos in vitro. Concentracdes testadas
variaram de 10 nmol a 1 mmol com tratamentos utilizados em tempos de 24, 48 e 72h. O controle

negativo, células ndo tratadas, foi feito apenas utilizando meio suplementado.

4.5 - Ensaio da viabilidade celular

A viabilidade das células tratadas com os compostos derivados das quinolonas foi
determinada pelo ensaio padrdo por brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazolium
(MTT), segundo as recomendac¢des do fabricante. As células CAPAN — 2 e PANC — 1 foram
incubadas por 12 horas a 37 °C em placas de 96 poc¢os. Apds a adesdo, as células foram
tratadas com concentra¢c@es de 10 nM a 1 mM dos derivados de quinolonas ou seus respectivos
controles. Com o término do periodo de tratamento (24, 48 e 72h), os pog¢os foram incubados
por 4h, com 150 pL da solu¢cédo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura) no escuro a 37°C, com
posterior retirada da solucdo, 200 pL de DMSO foram adicionados em cada pog¢o para a
dissolucédo dos cristais de formazan. Para a obtencdo dos dados experimentais as placas foram
lidas no espectrofotdmetro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA). O ensaio de MTT foi
feito em triplicata para cada composto e cada concentracdo em trés experimentos
independentes. Comparando a densidade das células tratadas com as células controle nos
tempos respectivos de incubacdo foi possivel determinar a porcentagem de inibicdo
[porcentagem de inibicdo = (1 — densidade das células do grupo tratado)/densidade das células

do grupo controle].
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4.6 - Determinacédo do ICgq

O IC50, concentragdo que inibe 50% da viabilidade celular é calculada baseada na

porcentagem de células viaveis contra a dose de tratamento em escala logaritmica.
4.7 - Andlise de proliferacao celular

Para analise de proliferacdo celular o Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester
(CFSE) é um marcador utilizado, por ndo ser citotéxico e ser incorporado pelas células (com
sua clivagem, torna-se fluorescente). Ap6s as divisdes celulares, parte do marcador é
repassado para as novas células fazendo com que a intensidade da fluorescéncia diminua pela
metade em cada ciclo de divisédo celular.

2 x105células foram incubadas por 12 horas a 37 °C em placas de 24 poc¢os contendo
400pL de meio de cultura por poco. Apos adesdo as células foram tratadas de acordo com a
determinacgéo do IC50 no periodo de 24h ou em meio de cultivo para as células controle. Para

controle positivo das células com inibicdo de proliferacdo, foi utilizado o tratamento com
Colchicina (10yM) por um periodo de 1h. Posteriormente aos tratamentos as células foram
lavadas trés vezes com PBS e o CFSE foi adicionado durante 15 minutos a 37°C na
concentracdo de 10uM final (diluido em PBS/BSA 0,1%), abrigado da luz. As células foram
novamente lavadas e os meios especificos de cada linhagem foram adicionados por 30
minutos. As células foram ressuspendidas em 500 yL PBS para a analise por citometria de
fluxo.

Nesta analise 10.000 eventos foram obtidos com a fluorescéncia no canal FL1-H em
escala logaritmica, e a quantificacao proliferativa celular foi feita no software FlowJo de acordo

com os parametros de proliferacdo recomendados neste mesmo software.
4.8 - Caracterizacdo da morte celular induzida pelos derivados das quinolonas

A analise de viabilidade celular foi obtida pela marca¢ao das linhagens celulares com
Anexina - V FITC e lodeto de Propidio (Pl). Este teste permite a identificacdo e quantificacdo
das células viaveis, em estagio de apoptose inicial (quando a fosfatidilserina € marcada pela
Anexina-V, por conta da perda da assimetria dos componentes da membrana), apoptose tardia
e necrose (células que perdem a integridade da membrana permitem a passagem do Pl pela
membrana celular).

2 x 105 células foram incubadas por 12 horas a 37 °C em placas de 24 pog¢os contendo
400 pL de meio de cultura por poco. Apdés adesao as células foram tratadas de acordo com a

determinagéo do IC50 no periodo de 24h ou em meio de cultivo para as células controle. Como

controle positivo experimental, foi induzido a apoptose em uma amostra celular tratadas com
20% de DMSO por 15 minutos em meio de cultura. Para obtencdo de células necréticas uma
outra amostra foi submetida ao aquecimento a 70°C por 15 minutos. Posteriormente ao

tratamento o sobrenadante foi coletado e centrifugado com o intuito de resgate de células
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mortas desaderidas. Apds isso as células foram lavadas trés vezes com PBS e ressuspendidas
em 100 pL de Tampéo de Ligacdo de Anexina - V 1X (HEPES 10mM; NaCl 140mM; CaCl2
2,5mM — pH 7,4) e incubadas com 2 pyL de Anexina-V FITC por 15 minutos, em temperatura
ambiente, abrigado da luz. 400uL de Tampé&o de Ligacdo de Anexina - V 1X e 500 pL da solucéo
de Pl (PBS e lodeto de Propidio, 2 ug/ml de concentracéao final) por 5 minutos foram adicionados
posteriormente a 4°C, abrigado da luz. Por fim as células foram lavadas e ressuspendidas em
500 puL de PBS para analise no citémetro de fluxo FACTTalibur (Becton Dickinson) usando o
software CellQuest - Pro.

Nesta analise 10.000 eventos foram obtidos com a fluorescéncia no canal FL1-H e FL3-
H em escalas logaritmicas em 3 experimentos independentes realizados em monoplicata e
avaliado através da porcentagem de células obtidas em cada quadrante gerado pelo grafico

especifico de morte celular.

4.9 - Andlise de presenca de vesiculas acidicas

A confirmacédo da inducéo de autofagia, que é um processo dependente de proteina RAS,
pode ser corroborada pela presenca de vesiculas acidicas através da marca¢cdo com Laranja
de Acridina. Esse marcador se acumula nos lisossomos das células j& que possuem um pH
baixo e por ser uma base fraca. Essa ligacdo, quando excitada por luz azul, produz uma
fluorescéncia vermelha.

2 x 10° células foram incubadas por 12 horas a 37 °C em placas de 24 pog¢os contendo
400 pL de meio de cultura por poco. Apds adesao as células foram tratadas de acordo com a
determinacdo do ICso no periodo de 24h ou em meio de cultivo para as células controle.
Posteriormente ao tratamento as células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com
solucdo de Laranja de Acridina 1 pg/mL, concentracéo final, por 15 minutos a 37°C, abrigada
da luz. As células entdo foram lavadas e ressuspendidas em 500 uL de PBS.

Nesta anélise 10.000 eventos foram obtidos com a fluorescéncia no canal FL1-H e FL3-
H em escalas logaritmicas. A analise dos dados foi comparada com as médias geométricas de

intensidade de fluorescéncia das células tratadas com as células-controle.

4.10 — Migracéao celular

Para avaliar a migracao das células de linhagem tumoral CAPAN — 2 e PANC - 1, in vitro,
foi utilizado o ensaio de “wound healing” ou “cell scratch” (ZHANG et al., 2013). Este método
mimetiza a migracdo celular durante a cicatrizacdo de feridas in vivo. O ensaio consiste na
realizacdo de uma raspagem na superficie de uma camada de células confluentes, e avaliacéo
do fechamento desta lesdo através da migracdo celular. Para isso, as células foram mantidas
em placas de 24 pocos, nas condicdes padrdes de cultivo de cada linhagem, até atingirem
confluéncia de aproximadamente 90%. ApOs este periodo foi realizada uma raspagem na
camada de células utilizando a ponta de uma ponteira de 200 pL. Em seguida as células foram

lavadas com meio completo e a imagem da cultura obtida por registro fotografico através de
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uma camera acoplada ao Microscopio de luz Axiovert na objetiva de 10X com o auxilio do
software AxioVision 100, Zeiss, Alemanha. A migracdo foi observada em intervalos regulares
de 12 horas por um periodo de 72 horas. As imagens obtidas comparadas e analisadas através
do software FIJI (SCHINDELIN; ARGANDA-CARRERAS, 2012).

4.11- Avaliac6es morfolégicas das células tumorais tratadas com os derivados das quinolonas

Para a avaliacdo de mudanca morfoldgica, as células das linhagens tumorais CAPAN —
2 e PANC - 1 foram tratadas com os quatro derivados de ginolonas em placas de 12 pocos, nos
periodos de tempo de 24, 48 e 72h, e analisadas pelo microsccépio de luz Axiovert na objetiva

de 32X com o auxilio do software AxioVision 100, Zeiss, Alemanha.

4.12 - Analises estatisticas

Os dados foram analisados pelos testes de variancia simples (ANOVA) e pés-teste
Bonferroni. Os célculos e gréficos foram reproduzidos usando o Software GraphPad Prisme
v 5. Valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

5.- RESULTADOS

5.1 - Os derivados de quinolonas testados ndo apresentaram citotoxicidade

significativa para células tumorais do pancreas dose nem tempo dependentes

Primeiramente, foram analisados os niveis de citotoxicidade dos nove derivados de
quinolonas para as linhagens tumorais CAPAN — 2 e PANC - 1 através de uma triagem por
ensaio de MTT nas concentra¢cdes de 10 nM a 1 mM nos periodos de tempo de 24, 48 e 72h.

Apesar de uma leve diminuicdo da viabilidade celular observada para algumas
concentragdes dos nove derivados, em ambas as linhagens tumorais testadas os resultados
nao foram estatisticamente significativos para citotoxicidade no tempo de 24h (Figura 6).

Com esse resultado preliminar, foram feitas avaliagcdes nos periodos de tempo de 48 e
72h para a verificagdo de possivel atividade citotéxica tempo dependente. Estes ensaios foram
realizados apenas com os derivados que possuiam a coloragdo mais clara em solugcao (Quinol
1, Quinol 2, Quinol 3 e Quinol 4), devido a diversas dificuldades surgidas nas analises por MTT
dos compostos que produziam solugdes de coloragcdo escura. (Figura 7).

O mesmo resultado negativo foi obtido com os quatro derivados mais claros para os
periodos de 48 e 72h. Nenhum dos derivados aqui testados apresentaram atividade citotéxica
estatisticamente significativa, dose e tempo dependentes, para as linhagens tumorais utilizadas
CAPAN - 2 e PANC - 1. Logo, com esses resultados os quatro derivados no periodo de 24h
foram utilizados para posteriores analises com o intuito de identificar uma possivel interferéncia
nas atividades normais metabdlicas das linhagens tumorais pancreéaticas na concentracdo de
100 uM (caso os derivados tenham alguma atividade antitumoral nas analises in vitro, a préxima

etapa é a analise in vivo, concentragcdo maxima néo citotoxica utilizada nesse tipo de analise).
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Figura 6. Viabilidade celular das linhagens tumorais CAPAN -2 e PANC — 1 no periodo de

tempo de 24h. Os nove derivados de quinolonas foram utilizados para o tratamento das

linhagens tumorais CAPAN — 2 e PANC — 1 nas concentra¢cdes de 10 nM a 1mM no periodo de

24h e analisados por espectofotometria. N&o foi observada diferenca estatisticamente

significativa entre o controle negativo e os tratamentos.
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Figura 7. Viabilidade celular das linhagens tumorais CAPAN — 2 e PANC — 1 nos periodos
de tempo de 48 e 72h. A e B. Citotoxicidade produzida por derivados de quinolona utilizados
para o tratamento das linhagens tumorais CAPAN — 2 e PANC - 1, respectivamente, no intervalo
de concentracdo de 10 nM a 1 mM no periodo de 48h. C e D. Citotoxicidade produzida por
derivados de quinolona utilizados para o tratamento das linhagens tumorais CAPAN — 2 e PANC
— 1, respectivamente, no intervalo de concentragcdo de 10 nM a 1 mM no periodo de 72h e
analisados por espectofotometria. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa

entre o controle negativo e os tratamentos.

22



5.2 — Os derivados de quinolonas nédo foram capazes de induzir a morte celular nas

linhagens tumorais de pancreas de forma significativa

Com o intuito de avaliacdo da inducdo de morte celular pelos derivados de quinolonas
nas linhagens tumorais de pancreas, foi selecionada a concentracdo de 100 uM para ser
utilizada. Esta concentracdo esta dentro dos critérios de aplicabilidade pratica exigidos em
fases posteriores de testes, como a determinacdo da dose maxima nao citotoxica in vivo. Foi
avaliada a inducdo de morte celular dentro do periodo de 24h, uma vez que néo fora observada
diferenca na viabilidade celular pelo método do MTT nos tempos posteriores a 24 horas. O
ensaio de perfil morte celular, consistiu na marcag¢éo das amostras com os marcadores Anexina
—V, e lodeto de Propideo (PI).

Do ponto de vista estatistico, foram observadas diferencas da associacdo das células
aos marcadores o que pode ser traduzido em fase inicial e tardia da apoptose assim como
também para a necrose. No entanto, todos estes indicadores apresentaram valores
extremamente baixos (maioria absoluta abaixo de 1% com apenas um evento de fase tardia da
apoptose alcancando 1,59%). Sendo assim, em nossa avaliacdo, para ambas as linhagens
tumorais de péancreas, os quatro derivados de Quinolonas utilizados ndo foram capazes de
induzir nem a morte celular por apoptose, nem o processo de necrose celular (Figuras 8 e 9).

Apesar disso, quando aplicado tratamento estatistico foi possivel observar aumento dos
niveis de apoptose das células tratadas com os quatro derivados em relacdo ao controle,
aumento do nivel de necrose das células tratadas com o derivado Quinol 2 e nao inducao de
da necrose nas células tratadas com os derivados Quinol 1, Quinol 3 e Quinol 4. Também
podemos observar aumento do nivel de apoptose tardia das células tratadas com o derivado
Quinol 3 e reducdo do numero de células em de apoptose tardia nas células tratadas com os
derivados Quinol 1, Quinol 2 e Quinol 4, na linhagem tumoral CAPAN — 2, figura 10. Embora o
tratamento dos numeros gere resultados estatisticamente significativos, nés ndo podemos
considerar estes dados como Uteis para qualquer extrapolacdo em prol da aplicabilidade destes
compostos como agentes antitumorais. (Figura 10).

Da mesma forma, o tratamento estatistico dos nimeros gerou para a linhagem tumoral
PANC - 1, o aumento dos niveis de apoptose nas células tratadas com os quatro derivados
(Figura 11); assim como o aumento do nivel de necrose das células tratadas com o derivado
Quinol 2 e a ndo inducdo da necrose nas células tratadas com os derivados Quinol 1, Quinol 3
e Quinol 4. E possivel observar ainda, através dos dados estatisticos, um aumento da
quantidade de células na fase tardia da apoptose quando tratadas com os quatro derivados
(Figura 11). Da mesma maneira, estes dados sdo embasados em valores extremamente baixos,
0s quais ndo consideramos Uteis para qualquer tipo de extrapolacdo em prol da aplicabilidade
destes compostos como agentes antitumorais. Esta avaliacdo serviu ainda para confirmar o
resultado de ndo citotoxicidade destes derivados de quinolonas empregados nas linhagens

tumorais de pancreas nos testes CAPAN — 2 e PANC - 1.
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Figura 8. Avaliacdo do perfil de morte celular da linhagem tumoral CAPAN - 2 tratada com
os derivados de quinolonas. A maioria dos pontos avaliados apresentam varia¢cfes abaixo
de 1%. Com apenas um resultado para necrose chegando a 1,02%. Amostras tratadas com os
quatro derivados de quinolonas no periodo de tempo de 24h na concentracdo de 100 uM e
analisadas por citometria.
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Figura 9. Avaliacédo do perfil de morte celular da linhagem tumoral PANC-1 tratada com

os derivados de quinolonas. Todos os pontos avaliados apresentam variacfes abaixo de 1%.

Amostras tratadas com os quatro derivados de quinolonas no periodo de tempo de 24h na

concentracdo de 100 uM e analisadas por citometria.
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Figura 10. Morte celular da linhagem tumoral CAPAN - 2 tratada com os derivados de
guinolonas. A. Porcentagem de células em fase de apoptose inicial. B. Porcentagem de células
em necrose. C. Porcentagem de células em fase de apoptose tardia. As colunas representam
médias e desvios padrdo de trés experimentos independentes. *P <0.05, **P <0,01 e ***P
<0,001.
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Figura 11. Morte celular da linhagem tumoral PANC - 1 tratada com os derivados de
quinolonas. A. Porcentagem de células em fase de apoptose inicial. B. Porcentagem de
células em necrose. C. Porcentagem de células em fase de apoptose tardia. As colunas
representam médias e desvios padrao de trés experimentos independentes. *P <0.05, **P <0,01
e ***p <0,001.
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5.3 — N&@o houve alteracdes morfoldgicas significativas nas linhagens tumorais de

pancreas tratadas com os derivados de quinolonas

Mudancas no padrdo morfolégico das células podem traduzir em uma interferéncia
metabdlica com o comprometimento fisiolégico normal celular. Tais mudancas podem interferir
na homeostase celular e modificar os pontos de adesdo focal com o subsequente
arredondamento celular. Este efeito pode ser seguido ou ndo do rompimento celular e/ou da
fragmentacdo em corpos apoptéticos. No contexto do nosso ensaio, tais mudancas
representariam um efeito citotéxico e antitumoral para os modelos celulares empregados.

Os quatro derivados de quinolonas utilizados nédo foram capazes de induzir nenhuma
alteracdo morfolégica observareis pela microscopia de campo claro nas duas linhagens
tumorais avaliadas, tratadas na concentracdo de 100 uM nos periodos de tempo de 24, 48 e
72h em relacdo aos seus respectivos controles negativos (Figuras 12 e 13).

O numero de células aderidas e sua morfologia se mantiveram semelhantes nas células
tratadas e nas células controle. Em um outro nivel de avalia¢do, os resultados se repetem, nos

mostrando nenhum efeito citotéxico sobre os modelos celulares empregados.
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CAPAN -2

Figura 12. Andalise morfoldgica das células da linhagem tumoral CAPAN — 2 tratadas com
0s quatro derivados de quinolonas nos periodos de tempo de 24, 48 e 72h. Nao se observa
modificagcbes morfolégicas nas células tratadas com os derivados aqui avaliados. Imagens
obtidas por microscopia de campo claro na objetiva de 10X. Barras de referéncia 50 pm.
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Figura 13. Anélise morfoldgica das células da linhagem tumoral PANC — 1 tratadas com
os quatro derivados de quinolonas nos periodos de tempo de 24, 48 e 72h. Nao se observa
modificacbes morfolégicas nas células tratadas com os derivados aqui avaliados. Imagens
obtidas por microscopia de campo claro na objetica de 10X. Barras de referéncia 50 pm.
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5.4 — A proliferacédo das linhagens tumorais de pancreas nao foi inibida pelos derivados

de quinolonas

Um dos principais eventos celulares relacionados a manutencdo e perpetuacdo de
células tumorais, é a elevada taxa de proliferacdo celular da maioria de suas subpopulacdes.
Esta caracteristica é observada virtualmente em todos os tipos de cénceres. Para avaliar a
provavel interferéncia com proliferacao celular, as amostras foram tratadas e marcadas com o
marcador comercial padréo para este tipo de analise, CFSE.

O tratamento com os quatro derivados de quinolonas ndo foram capazes de induzir de
forma estatisticamente significativa a inibicdo da proliferac&o celular das linhagens tumorais de
pancreas na concentracdo de 100 uM por um periodo de 24h (Figuras 14 e 15).

Na linhagem tumoral CAPAN — 2 o indice de proliferagdo do derivado Quinol 2 diminuiu
de forma branda, porém nao significativo estatisticamente. Na linhagem tumoral PANC - 1, o
derivado Quinol 1 induziu também uma branda diminuicdo, porém sem significaAncia estatistica
(Figura 16).

Esses resultados demonstram claramente que estes derivados também nédo apresentam
nenhum tipo de atividade citostatica contra as duas linhagens tumorais de céncer aqui

avaliadas.
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Figura 14. Avaliacdo da proliferacdo celular de células CAPAN - 2 tratadas com os
N&o houve inibicdo da proliferacdo celular em células CAPAN- 2

derivados de quinolonas.

CFSE (FL1 - H)

tratadas com quatro derivados das Quinolonas por 24h na concentra¢cdo de 100 uM e analisadas
por citometria. Cada histograma representa a comparacdo entre ndo tratado (vermelho) com

tratamento dos derivados (azul) e colchicina (laranja).
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Figura 15. Intensidade de fluorescéncia do marcador CFSE na linhagem tumoral PANC - 1
tratada com os derivados de quinolonas. N&o houve inibicdo da proliferacdo celular em

CFSE (FL1 - H)

células PANC - 1 tratadas com quatro derivados das Quinolonas por 24h na concentracdo de
100 pM e analisadas por citometria. Cada histograma representa a comparacdo entre néo

tratado (vermelho) com tratamento dos derivados (azul) e colchicina (laranja).
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Figura 16. indice de proliferacdo das linhagens tumorais CAPAN — 2 e PANC - 1 tratadas
com os derivados das quinolonas. Nao foi observado nenhum efeito citostatico sobre as

células CAPAN — 2 em (A) e PANC - 1 em (B) tratadas por quatro derivados de quinolona.
**pP<0,01.
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5.5 — Anélises de presenca de vesiculas acidias nas linhagens tumorais de céancer do
pancreas ndo produziram resultados significativos com os tratamentos dos derivados
de quinolonas

A presenca de vesiculas acidias no citoplasma das células € um comprobatério de
inducdo do processo autofagico celular que é iniciado pela ativacdo da proteina RAS. Essa
analise é feita por marcacao das células por Laranja de Acridina (AO) que, quando excitada por
luz azul, produz uma fluorescéncia vermelha (Figuras 17 e 18).

Os resultados obtidos mostraram que os quatro derivados de quinolonas nédo reduziram
significativamente a formacao do processo autofagico celular, avaliados através da presenca
de vesiculas acidias, nas duas linhagens tumorais de pancreas no periodo de 24h (Figuras 17
e 18).

Houve um aumento ténue da quantidade de vesiculas acidias quando aplicado o
derivado Quinol 1 e uma diminui¢ao ténue quando aplicado o derivado Quinol 4 na linhagem
tumoral PANC — 1, porem ambas nao sdo estatisticamente significativas. Na linhagem tumoral
CAPAN - 2, o resultado da presenca de vesiculas acidias foi inverso ao da linhagem tumoral
CAPAN - 2. O derivado Quinol 4 induziu um aumento ténue da quantidade de vesiculas acidias,
e o derivado Quinol 1 uma diminuicdo ténue da quantidade de vesiculas acidias, em ambos os
casos os resultados também nédo foram estatisticamente significativos (Figura 19).

Esse resultado aponta para a provavel inatividade destes compostos como potenciais
inibidores da proteina RAS, nas duas linhagens celulares testadas (CAPAN — 2 e PANC - 1).
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Figura 17. Presenca de Vesiculas Acidicas na linhagem tumoral PANC - 1 tratada com os

derivados das quinolonas.

Nao sdo observadas diferencas na quantificacdo de vesiculas

acidicas em células PANC - 1 tratadas com quatro derivados das quinolonas na concentragao

de 100 uM e analisados por citometria. Cada histograma representa a compara¢do entre ndo

tratado (vermelho) com tratamento (azul).
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Figura 18. Presenca de Vesiculas Acidicas na linhagem tumoral PANC - 1 tratada com os

derivados das quinolonas.

N&o sdo observadas diferencas na quantificacdo de vesiculas

acidicas em células CAPAN-2 tratadas com quatro derivados das quinolonas na concentracéo

de 100 uM e analisados por citometria. Cada histograma representa a compara¢do entre ndo

tratado (vermelho) com tratamento (azul).
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Figura 19. Quantificacdo pela intensidade de fluorescéncia (IF) das linhagens tumorais

tratadas com os derivados das quinolonas. N&o houve diferenga estatisticamente

significativa para nenhuma variacdo observada pelos tratamentos com os derivados das

guinolonas. A. Células PANC - 1. B. Células CAPAN — 2. *P<0,05.
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5.6 — Avaliacao da capacidade de migracdo das células tumorais de pancreas. Nao foi
observada inibicdo na migracdo celular nas células tratadas com os derivados das

Quinolonas

A capacidade de migracao das células tumorais € um dos principais fatores relacionados
ao agravamento da doenca, pois é determinante para o processo de estabelecimento das
metastases. Compostos que apresentem a propriedade de inibicdo da migracao celular séo
potenciais candidatos para uso no tratamento do cancer mesmo que seja como uma droga
adjuvante.

Para a analise de uma possivel inibicdo da migracdo celular das linhagens tumorais
tratadas com os derivados de quinolonas, foi empregada a metodologia de wound healing cuja
proposta é a de mimetizar a migracao celular durante a cicatrizagcdo de feridas in vivo. O ensaio
consiste na realizacdo de uma raspagem na superficie de uma camada de células semi
confluentes, e avaliagcdo do fechamento desta lesé@o, no periodo de 72h, a partir de aquisi¢ao
de imagens por microscopia de campo claro em intervalos de 12h. (Figuras 20 a 26).

Apesar de diferencas nas taxas de migracdo celular nas duas linhagens tumorais
tratadas com os quatro derivados de quinolonas, nenhum dos resultados foi estatisticamente
significativo.

Na linhagem tumoral CAPAN — 2 o derivado Quinol 3 induziu uma diminuicdo branda da
migragdo celular a partir do intervalo de tempo de 36h. Os derivados Quinol 1 e Quinol 2
induziram uma diminuicdo branda da migracdo no intervalo de tempo de 72h (figura 22). Os
derivados Quinol 1, Quinol 2 e Quinol 4 induziram um aumento da migracao a partir do periodo
de intervalo de 12h até o intervalo de 60h (figuras 20 e 21). No intervalo de periodo de 72h
apenas o derivado Quinol 4 induziu o aumento de migracdo celular (Figura 22). Todos os
resultados ndo foram estatisticamente significativos (Figura 26A)

Na linhagem tumoral PANC — 1 o derivado Quinol 1 induziu uma diminui¢do da migracao
celular no intervalo de tempo de 60h (figura 24). Os derivados Quinol 2 e Quinol 4 induziram
uma diminuicdo da migracdo celular no intervalo de tempo de 72h (figura 25). Os derivados
Quinol 2 e Quinol 4 induziram o aumento da migracdo celular a partir do periodo de tempo de
12h até o periodo de tempo de 48h (figura 23). Todos os resultados obtidos nessa linhagem
nao foram estatisticamente significativos (Figura 26B)

Os resultados obtidos em ambas as linhagens tumorais estabelecem a nao inibicdo da
migracdo celular nos modelos aqui testados quando tratados por estes quatro derivados das

Quinolonas.
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Figura 20. Avaliacdo da migracao celular em células tumoral CAPAN - 2 nos intervalos de
tempo de 0, 12 e 24h. Nao foram observadas inibic6es da migracado celular nas células tratadas
com os quatro derivados das Quinolonas na concentracdo de 100 pM e analisadas por

microscopia de campo claro. Barras de 100 pm.
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Figura 21. Avaliacdo da migracao celular em células tumoral CAPAN - 2 nos intervalos de
tempo de 36, 48 e 60h. N&o foram observadas inibicdes da migragcdo celular nas células

tratadas com os quatro derivados das Quinolonas na concentracdo de 100 uM e analisadas por

microscopia de campo claro. Barras de 100 um.
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Figura 22. Avaliacdo da migracdo celular em células tumoral CAPAN - 2 no intervalo de
tempo de 72h. N&o foram observadas inibic6es da migracdo celular nas células tratadas com
0s quatro derivados das Quinolonas na concentracdo de 100 uM e analisadas por microscopia

de campo claro. Barras de 100 um.
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Figura 23. Avaliacao da migracéo celular em células tumoral PANC - 1 no intervalo de
tempo de 0, 12 e 24h. Nao foram observadas inibic6es da migracado celular nas células tratadas
com os quatro derivados das Quinolinas na concentragcdo de 100 pM e analisadas por

microscopia de campo claro. Barras de 100 pm.
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Figura 24. Avaliacdo da migracao celular em células tumoral PANC - 1 nos intervalos de
tempo de 36, 48 e 60h. N&o sdo observadas inibicGes da migracao celular nas células tratadas
com os quatro derivados das Quinolinas na concentracdo de 100 pM e analisadas por
microscopia de campo claro. Barras de 100 pm.
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Figura 25. Avaliacdo da migragdo celular em células tumoral PANC - 1 no intervalo de
tempo de 72h. Nao sdo observadas inibicdes da migracado celular nas células tratadas com os
quatro derivados das Quinolinas na concentracdo de 100 pM e analisadas por microscopia de
campo claro. Barras de 100 pum.
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Figura 26. Avaliacdo quantitativa da taxa de migrag¢&o das células tumorais em intervalos
regulares de 12 horas por um periodo de 72 horas sob tratamento com os derivados de
quinolonas. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes

tratamentos em relacdo aos controles no periodo avaliado A. Células CAPAN — 2. B. Células
PANC - 1.
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6. - DISCUSSAO

A obtencdo de novos farmacos que sejam mais efetivos, com atividade altamente
especifica, menos citotéxicos as células normais e de baixo custo, sdo os objetivos mais
procurados para os tratamentos de cancer. Existe atualmente um esforco internacional em torno
da promocéo do desenvolvimento de drogas contra o cancer que vem gerando uma gigantesca
rede de informacdes que auxiliam a pesquisadores de todo o mundo na imersao nesta busca.
Com base em bases de dados de acesso livre, identificamos as quinolonas como moléculas
promissoras, devido ao seu histérico de estudo e analises de suas propriedades antitumorais
(GURTOWSKA; KLOSKOWSKI; DREWA, 2010, KHAN et al., 2016, SUN et al., 2013). Ja foi
demonstrado que derivados de quinolonas sdo capazes de inibir a mitose e induzir células
tumorais a apoptose, células estas pertencentes a diferentes tipos de canceres (GURTOWSKA;
KLOSKOWSKI; DREWA, 2010, KHAN et al., 2016, SUN et al., 2013).

As proteinas RAS participam na cascata de ativacédo de diversas vias metabdlicas para
o funcionamento normal das células, marcadamente atuando como centro de controle da
proliferacdo e migracdo celular. Como a mutagcdo dessa proteina (KRAS) é o principal fator
indutor da transformacé&o celular no cancer de pancreas (BERNDT; HAMILTON; SEBTI, 2011,
VASAN; BOYER; HERBST, 2014, SANTARPIA, 2017, COX et al., 2014), nosso grupo produziu
nove derivados das quinolonas com propriedade predita computacionalmente de inibicdo do
evento de prenilagao das proteinas RAS. A prenilacao é a modificacao pds-tradicional essencial
para que as proteinas RAS entrem em seu estado ativo e desempenhem suas funcdes celulares
(SHEN et al., 2014, CARR, 2016, VASAN; BOYER; HERBST, 2014). Este trabalho teve como
objetivo realizar a prova de conceito a cerca da atividade antitumoral de nove derivados das
quinolonas, em face de sua provavel atividade de inibicdo de proteinas RAS. Desta forma os
modelos escolhidos foram linhagens celulares do cancer de pancreas (CAPAN — 2 e PANC - 1)
nas quais a proteina KRAS estd mutada, exercendo continuamente sua atividade de fosforilacéo
de forma independente de sinal, sendo o cerne da tumorogénese (VASAN; BOYER; HERBST,
2014, RAJASEKHARAN; RAMAN, 2013; VETTER; WITTINGHOFER, 2007). Este foi o modelo
mais adequado para nossos ensaios, visto que a simples determinacéo do indice de proliferacéo
celular ap6s o tratamento com os derivados das quinolonas nos deu resposta sobre o estado
de ativacdo da KRAS nestas células. Inicialmente avaliamos se os derivados de quinolonas
apresentavam atividade citotoxica sobre as linhagens tumorais de pancreas em comparacéao
com as células normais. Nossos resultados demonstraram que os derivados por nds produzidos,
ndo foram capazes de induzir qualquer tipo de citotoxicidade nos modelos testados, nem dose
e nem tempo dependente dentro de um periodo de 72 horas. Desta forma nao foi possivel
determinar um ICso para os compostos testados, visto que n&o foram citotoxicos mesmo quando
empregado a elevada concentracdo de 1 mM. Estes resultados contrastam com os obtidos por
SUN et al. e SARKER et al (SUN et al., 2013, SARKER et al., 2014) os quais empregando outras
classes de derivados das quinolonas observaram atividade citotéxica contra os modelos de

cancer de figado, Hep3B2.1-7, e cancer colo retal, HT-29. Nestes casos a atividade citotéxica
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observada foi acompanhada ainda da indugcdo de morte celular por apoptose (SUN et al., 2013,
SARKER et al., 2014), o que serviu de base para a proposi¢cdo desta classe de compostos como

promissores para o tratamento do cancer (SUN et al., 2013, SARKER et al., 2014).

Em nosso trabalho, também foi avaliado o provado perfil de morte celular que seria
induzido pelo tratamento com os derivados das quinolonas. Estas analises foram feitas mesmo
apo6s o resultado negativo da citotoxicidade. A explicacdo esta no fato de que a inibicdo da
proteina RAS poderia ndo levar a um declinio metabdlico imediato, portanto, ndo seria
detectada pelo ensaio de MTT, o qual quantifica a atividade da enzima oxidoredutase
dependente de NADPH, o que indiretamente demonstra a normalidade da atividade metabdlica
celular devido ao fluxo de NADPH (BERRIDE et al., 2005).

Os processos de morte celular sdo eventos regulados de forma multifatorial, com vias
de ativacdo conhecidas que atuam mesmo em condigcdes metabdlicas normais nas celulas
(BIANCHI, 2014, BRASO-MARISTANY et al., 2016). Com base no acima expostos, avaliamos
qual perfil de morte celular seria induzido pelo tratamento com os derivados das quinolonas.
Os resultados obtidos mostraram que nenhum dos derivados de quinolonas foi capaz de induzir
a morte celular de forma que consideramos satisfatério para sua utilizacdo como agente
antitumoral. Embora os resultados tenham apresentados significancia estatistica, os valores
ficaram restritos a menos de 1% nao tendo chegado a 3% no melhor resultado. Esta margem
numérica inviabiliza a sua aplicacdo como agente antitumoral uma vez que de 97 a 99% das
células tumorais ndo s&o afetadas pela atividade destes compostos. De forma muito
interessante, estes resultados também demonstram o forte viés que o tratamento estatistico
pode dar a resultados pouco promissores quando as diferencas ficam restritas a valores
praticamente despreziveis. Outros autores como YADAV et al, 2015 e BRAJSA et al, 2015,
empregando diferentes derivados das quinolonas, observaram a inducdo de morte celular por
apoptose. No entanto a estrutura molecular destas moléculas é bastante diferente das

estruturas moleculares testadas por nos.

Levando ainda em consideracdo da possibilidade de inibicdo da atividade da proteina
RAS, avaliamos fenétipos celulares como a proliferacdo celular e a autofagia. Estes eventos
sdo amplamente descritos como dependentes da atividade RAS (LIU et al, 2017, MAO et al.,
2017), sendo que o descontrole da proliferacdo das células no cancer do péancreas é a
caracteristica essencial da transformacado celular e exclusivamente dependente da KRAS
mutada nas células (LUNKE et al., 2017, VARGA et al., 2017). J4& a autofagia consiste na
reciclagem de proteinas e organelas danificadas para manutencéo da homeostase citosolica
sendo considerada de forma duplas: um fator de sobrevivéncia para células tumorais ou como
um supressor tumoral (YANG, 2011; RAO, 2014). Nossos resultados demonstraram que néo
houve diferencas na inducdo de autofagia nas células e também n&o houve declinio da taxa de
proliferacao celular. Estes resultados estabelecem a total auséncia de atividade inibitéria sobre
a proteina KRAS dos derivados das quinolonas aqui avaliados. Neste contexto, o resultado do
ensaio de proliferacdo celular elimina a possibilidade do emprego destes compostos como

agentes citostaticos. Drogas citostaticas sdo importantes adjuvantes no tratamento do cancer
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uma vez que o processo de proliferacao celular é considerado como o principal fator de iniciagcéao
e desenvolvimento do tumor (WANG et al., 2014, KIRCHNER, 2014).

Mesmo apés toda sequéncia de resultados negativos, prosseguimos com as analises,
realizando ensaios para avaliar modificacdes na morfologia das células e sua capacidade de
migracdo. Como a migracdo celular € um evento controlado por muitos fatores, e esta
relacionado a atividade RAS (MAO et al., 2017, PARK et al., 2016) sendo ainda um dos fatores
essenciais para o estabelecimento das metastases e consequente agravamento da doenca
(MAO et al., 2017, PARK et al., 2016); Este ensaio consolidaria nossa conclusdo a cerca destes
compostos. Neste ponto, as alteragc6es morfoldgicas se presentes poderiam indicar atividade
citotoxica independente do alvo predito (proteina RAS). Novamente nossos resultados foram
negativos tanto para a inibicdo da migracdo celular quanto para a inducdo de modificacfes
morfolégicas perceptiveis por microscopia de campo claro. Desta forma, ficou estabelecido que
este conjunto de derivados ndo apresentam qualquer tipo de atividade citotéxica ou inibitério
que possa ser apropriada como atividade antitumoral contra o cancer de pancreas. No entanto,
como um atomo de hidrogénio muda completamente as propriedades de uma molécula, néo é
possivel extrapolar estes resultados para outros derivados das quinolonas que sejam

sintetizados seguindo a mesma légica de substituicdo de seus radicais constituintes.

7. - CONCLUSAO E PERPECTIVAS

Os resultados obtidos com este trabalho excluem qualquer aplicabilidade dos derivados
das quinolonas aqui testad os serem empregados como agentes antitumorais contra o cancer
de pancreas. Embora em modelos computacionalmente houvesse a probabilidade de interacéo
inibitoria com a via de prenilac8o da proteina RAS as moléculas sintetizadas ndo apresentaram
qualquer atividade real inibitéria de diversas vias controladas pela proteina RAS no modelo in
vitro do cancer de péancreas (células CAPAN — 2 e PANC - 1). Os nossos dados também
excluem a possivel aplicabilidade destes compostos como adjuvantes ao tratamento do cancer,
por ndo terem apresentado atividade citostatica. Nossos dados apresentam um forte alerta
quanto ao tratamento estatistico de dados, mesmo com significAncia estatisticamente elevada,
nossos dados de inducdo de morte celular ndo puderam ser convertidos em informacgéo util que
sustentasse a aplicabilidade destes compostos. Outro ponto importante é a reavaliagcdo das
metodologias empregadas pelo nosso grupo quanto a o racional do designhe das moléculas com
potencial para atividade antitumoral. Embora em outros casos tivemos sucesso nesta predicéo,
a arquitetura atdmica das quinolonas nos mostrou que a metodologia aplicada por n6s pode
gerar produtos sem qualquer atividade. E isto nos leva a um processo de reavaliacdo deste
racional o que contribuird para a implantacdo de métodos mais eficientes de analise e
comparacdo de estruturas. Finalmente, aplicando as licdes aprendidas com este trabalho,
iremos produzir uma segunda geracdo de derivados de quinolonas na expectativa de que estas

novas moléculas possam alcangar mesmo que parcialmente os objetivos propostos aqui.
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