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RESUMO

O céancer de mama é a neoplasia mais frequente entre as mulheres e a principal causa de morte
relacionada ao céancer nas mulheres do mundo todo. Os principais tratamentos para essa
doenca, como a quimioterapia, radioterapia e cirurgia, podem apresentar diversos efeitos
colaterais e ndo serem eficazes em estagios avancados da doenga quando existem altas
chances de metastase. Pequenas moléculas que atuam em alvos especificos de vias de
sinalizagdo que podem estar desreguladas no cancer como, por exemplo, a via p38 MAPK,
estdo sendo estudadas para a terapéutica antineoplasica e sdo alvos promissores para O
desenvolvimento de novos farmacos mais seletivos. Visto que no cancer de mama o aumento
da expressdo da isoforma p38d esta relacionado com progressdo do tumor e metéstases, e
visando a caréncia de inibidores especificos de p385, este estudo teve como primeiro objetivo
identificar, por meio de um screening virtual, pequenas moléculas com potencial de inibir
p386. Posteriormente, o objetivo foi avaliar o potencial antitumoral da molécula selecionada
na linhagem de adenocarcinoma de mama humano MCF-7. As estruturas 3D da p386 na sua
forma ativa (DFG-in) e inativa (DFG-out) foram selecionadas do banco de dados PDB.
Candidatos a ligantes foram selecionados ap0s revisdo na literatura e suas estruturas foram
obtidas do banco de dados PubChem. O screening virtual indicou a Hipericina como a
molécula de maior afinidade pela p383d ativa, sendo assim, um candidato a inibidor da enzima
p385. A viabilidade e proliferacdo de células MCF-7 foram determinadas apos diferentes
tratamentos com Hipericina por 24, 48 e 72 horas, através do ensaio de MTT e clonogénico,
respectivamente. Entretanto, nesses ensaios a Hipericina ndo demonstrou ter atividade
antitumoral na MCF-7. Visto que a Hipericina ndo apresentou a citotoxicidade esperada, a
molécula PIT97 foi escolhida para ser estudada quanto ao seu potencial antitumoral in vitro e
como uma possivel molécula candidata ao tratamento do cancer de mama. As linhagens
MCF-7 e de macréfagos murino RAW 264.7 foram tratadas com diferentes concentracdes do
PIT97 e a viabilidade celular foi avaliada ap6s 48 e 72 horas, através do ensaio de MTT. A
proliferacdo de células MCF-7 tratadas com PIT97 por 72 horas foi avaliada pelo ensaio
clonogénico. Os resultados obtidos demonstraram reducédo da viabilidade da MCF-7 ap6s o
tratamento com o PIT97 por 48 e 72 horas, enquanto que na linhagem RAW 264.7 baixas
concentragdes da molécula (0,1 uM e 0,01 pM) ndo foram toxicas. Além disso, foi
demonstrado que o PIT97 ndo s6 atua a curto prazo na linhagem MCF-7, mas continua tendo
efeitos citotoxicos a longo prazo. Desta forma, a molécula PIT97 possui potencial como
molécula candidata e como alternativa terapéutica mais seletiva para o cancer de mama.
Consequentemente, estudos serdo realizados visando elucidar e compreender o mecanismo
pelo qual a molécula exerce seu efeito.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de mama. p386 MAPK. Pequenas moléculas. Hipericina



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent neoplasm among women and the leading cause of cancer-
related death in women worldwide. Treatments for this disease, such as chemotherapy,
radiotherapy, and surgery, can display several side effects. Moreover, these treatments may
not be effective in advanced stages of the disease when there are high chances of metastasis.
Small molecules that act on specific targets of unregulated signaling pathways in cancer, such
as p38 MAPK pathway, are being studied for antineoplastic therapy and are promising targets
of selective new drugs. Since in breast cancer the increase of p386 isoform expression is
related to tumor progression and metastasis, and aiming the lack of specific p386 inhibitors,
this study aimed to identify, through a virtual screening, small molecules with potential to
inhibit p385. Subsequently, the aim was evaluating the antitumor potential of the selected
molecule in human breast adenocarcinoma MCF-7 cell line. p385 3D structures of in its active
(DFG-in) and inactive (DFG-out) form were selected from the PDB database. Ligands
candidates were selected after a literature review and their structures were obtained from
PubChem database. The virtual screening indicated Hypericin as the molecule with the
highest affinity for active p389, thus this molecule is a candidate for p385 inhibitor. Viability
and proliferation of MCF-7 cells were determined after different treatments with Hypericin
for 24, 48 and 72 hours, through the MTT and clonogenic assays, respectively. However, in
these assays Hypericin not demonstrated antitumor activity in MCF-7. Since Hypericin did
not present the expected cytotoxicity, the PIT97 molecule was chosen to be studied for its
antitumor potential in vitro and as a possible candidate molecule for the treatment of breast
cancer. MCF-7 and murine macrophages RAW 264.7 cell lines were treated with different
concentrations of PIT97 and cell viability was evaluated after 48 and 72 hours, through MTT
assay. Proliferation of MCF-7 cells treated with PIT97 for 72 hours was evaluated by the
clonogenic assay. The results revealed a reduction in MCF-7 viability after treatment with
PIT97 for 48 and 72 hours, while in RAW 264.7 low concentrations of the molecule (0.1 uM
and 0.01 uM) were nontoxic. Furthermore, PIT97 not only acts in the short term in MCF-7
cell line, but also have long-term cytotoxic effects. Thus, PIT97 has potential as a candidate
molecule, and as a more selective therapeutic alternative for breast cancer. Consequently,
studies will be carried out in order to elucidate and understand the mechanism by which the
molecule acts.

KEYWORDS: Breast cancer. p386 MAPK. Small molecules. Hypericin
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1 INTRODUCAO

A medida que a populacdo mundial e a expectativa de vida aumentam, o perfil de
mortalidade e morbidade sofrem alteracbes. Enquanto que a ocorréncia de doencas
infecciosas diminui, a ocorréncia de doencas cronicas, entre elas doencas cardiovasculares e
cancer, tendem a aumentar conforme a populacdo aumenta sua expectativa de vida (OMRAN,
2005). O céancer, doenca caracterizada pelo crescimento anormal das células, pode ser
considerado atualmente um dos maiores problemas de saude para diversos paises (SIEGEL,;
MILLER; JEMAL, 2016).

A mais recente estimativa mundial, promovida pela Agéncia Internacional para Pesquisa
em Cancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer) da Organizagédo
Mundial da Saude, aponta que em 2018 ocorreram no mundo 18,1 milhdes de novos casos de
cancer e 9,6 milhdes de mortes devido ao cancer (BRAY et al., 2018). Entre eles, o cancer de
mama € 0 cancer mais incidente na populacdo feminina brasileira e mundial (BRAY et al.,
2018; INCA, 2019). Em 2018, foram estimados cerca de 2 milhGes de novos casos de cancer
de mama no mundo, sendo que no ano de 2025 esse numero podera chegar a 2,4 milhdes de
casos (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). A estimativa para o Brasil, no biénio 2020-
2022, aponta a ocorréncia de 66 mil casos novos de cancer de mama por ano (INCA, 2019).

Apesar dos avancos no diagnostico e tratamento terem aumentado as chances de cura e
mantido uma certa estabilidade nas taxas de mortalidade, ainda um numero expressivo de
mulheres morre devido ao cancer de mama (FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Em 2018, foi
estimado, entre as mulheres do mundo todo, cerca de 626 mil mortes devido ao cancer de
mama e estima-se que esse numero chegara a cerca de 733 mil, em 2025 (BRAY et al., 2018;
FERLAY et al., 2018). O elevado numero de mortes devido a essa doenca esté relacionado
principalmente com o diagnostico tardio, sua reincidéncia e altas chances de metastase em
estagios avancados do tumor (HUGHES et al., 2015; SCHIAVON et al., 2015). Além disso,

0s principais tratamentos utilizados no céncer de mama, entre eles a quimioterapia,
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radioterapia e cirurgia, podem apresentar diversos efeitos colaterais e tendem a ser eficazes
apenas sobre os tumores primarios, sem efeitos sobre células tumorais em tecidos distantes e
nas metastases (MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 2010; STEEG; THEODORESCU, 2008).
Desta maneira, é necessaria a identificacdo de novos farmacos para o tratamento do cancer de
mama que atuem de forma mais especifica nas células tumorais, assim como impecam a

formacdo de metastases.

A via de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por mitdgenos p38 (MAPK, do inglés
mitogen-activated protein kinase) esta relacionada a varios processos bioldgicos, tendo um
papel importante na proliferacdo, desenvolvimento, inflamacé&o, diferenciacéo e sobrevivéncia
celular (ZHANG; LIU, 2002). Em céancer de mama, foi identificado que o aumento da
expressao da isoforma p386 esta relacionado com progressdo e metastase do tumor (WADA
etal., 2017). Além disso, a expressao recombinante de p385 em células de adenocarcinoma de
mama humano MCF-7 aumentou a producdo de interleucina-6, a qual ja foi associada com
crescimento do tumor e metdstase (DETHLEFSEN; H@JFELDT; HOJMAN, 2013;
KITATANI et al., 2009). Assim, p38d surgiu como um potencial alvo de moléculas mais
seletivas para o tratamento do cancer de mama, as quais poderiam atuar tanto no tumor

primario, quanto nas lesdes metastaticas.

Visto que as terapias para o cancer de mama metastatico sdo oferecidas apenas para
melhorar os sintomas, retardar a progressdo da doenca, melhorar a qualidade de vida e
prolongar a sobrevida (O’SHAUGHNESSY, 2005), é de extrema importancia buscar novos
agentes terapéuticos para o tratamento do cancer de mama que possam ndo sO impedir a
progressdo da doenca, mas também diminuir o numero de lesbes metastaticas e apresentar
menos efeitos colaterais. Além disso, novos marcadores de prognostico para identificar
pacientes que possuem alto risco de desenvolver metastases sdo necessarios para possibilitar
que os tratamentos sejam individualizados para cada paciente. Nesse contexto, tem-se a
proteina p38d, a qual pode ndo sé servir como um possivel alvo farmacolégico do cancer de
mama metastatico, mas também pode ser estudada como um possivel marcador de

prognostico da doenca.

Na investigacdo de novas moléculas tm se investido muito em estudos com pequenas
moléculas inibidoras de p38 MAPK (ABDELHAFEZ et al., 2019; HALLER et al., 2020;
KARCHER; LAUFER, 2009; SHAHLAEI; DOOSTI, 2016), jA& que muitos tumores
geralmente possuem alteragOes nessas vias de sinalizagéo (KIM; CHOI, 2010; PLOTNIKOV
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et al., 2011). Pequenas moléculas que possam agir de forma mais seletiva em alvos das vias
de sinalizagdo que levam ao céancer, ativando ou inativando proteinas com papel-chave,
possuem potencial para serem utilizadas como farmacos no tratamento desta enfermidade
(BAUDINO, 2015; KARCHER; LAUFER, 2009; MENG; HUANG, 2018; SANTARPIA;
LIPPMAN; EL-NAGGAR, 2012). Dessa forma, pequenas moléculas inibidoras de p385 sdo
candidatas ao tratamento do cancer de mama, porém poucos estudos foram realizados para

investigar moléculas que sejam inibidoras seletivas da isoforma p384.

Visando a caréncia de inibidores seletivos, este estudo foi realizado a fim de identificar, a
partir de um screening virtual, pequenas moléculas que apresentassem alta afinidade com
sitios ativos da isoforma p386 e que pudessem atuar como potenciais inibidores dessa
proteina. Para propor um tratamento mais seletivo para o céncer de mama, pequenas
moléculas foram testadas in vitro quanto ao seu potencial antitumoral na linhagem de
adenocarcinoma de mama humano MCF-7, sendo essas moléculas a Hipericina, selecionada
pelo screening virtual, e o PIT97, que recentemente foi identificado como uma molécula
candidata ao tratamento do cancer de mama (HEIDER et al., 2019). A possibilidade de
controlar a proliferagdo e morte celular pela inibicdo de uma proteina em especifico oferece a
oportunidade de utilizar terapias alvo no tratamento do cancer de mama, uma alternativa

valida ao tratamento convencional.

Com esse estudo espera-se auxiliar na identificacdo e caracterizacdo de uma nova
molécula candidata a novo farmaco para o tratamento do cancer de mama, a qual possua
menos efeitos colaterais indesejaveis por ser seletivo a um alvo especifico. A busca por
inibidores seletivos de p385 pode fornecer um ponto de partida para elucidar mecanismos
relacionados a outras doencas as quais também possuem expressdo elevada dessa proteina.
Além disso, a avaliacdo in vitro do potencial antitumoral do PIT97 podera auxiliar na futura

caracterizacdo de um novo farmaco para o tratamento do cancer de mama.
1.1  Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Identificar pequenas moléculas inibidoras de p386 MAPK por meio de um screening
virtual e avaliar o potencial antitumoral da molécula de maior afinidade com a proteina em
modelo celular in vitro de adenocarcinoma de mama humano MCF-7, a fim de propor uma

nova molécula candidata como tratamento mais seletivo para o cancer de mama.
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Objetivos especificos

Identificar pequenas moléculas inibidoras seletivas de p38d por meio de um screening
virtual, utilizando o docking molecular;

Avaliar a viabilidade de células MCF-7 ap06s o tratamento de 24 e 48 horas com
diferentes concentragdes da molécula selecionada (Hipericina), através do ensaio
MTT;

Avaliar a proliferacdo de células MCF-7 apds o tratamento com diferentes
concentragfes da molécula selecionada (Hipericina), através do ensaio clonogénico;
Avaliar a viabilidade e proliferacdo de células MCF-7 ap0s o tratamento de 48 e 72
horas com a molécula PIT97, através do ensaio de MTT e clonogénico,
respectivamente;

Avaliar a viabilidade de células da linhagem de macr6fagos murino RAW 264.7 ap6s
o0 tratamento de 48 e 72 horas com a molécula PIT97, através do ensaio de MTT, de

forma a avaliar a citotoxicidade da molécula em uma linhagem nédo-tumoral.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

Céncer é o nome dado para um conjunto de doencas caracterizadas por alteragdes
genéticas que levam ao crescimento das células de forma anormal e que podem se manifestar
em quase todos tecidos do corpo humano. O aumento do nimero de casos de cancer esta
relacionado a varios fatores, entre eles, o crescimento demografico, o envelhecimento da
populacdo e a evolucdo da frequéncia dos fatores de risco como tabagismo, obesidade,
sedentarismo e alimentacdo desequilibrada (WHO, 2018). Segundo a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), apesar dos avangos na prevencao, diagnéstico e tratamento do cancer, muitos
paises ainda ndo tém acesso a esses novos recursos. Em paises com baixos ou médios indices
de desenvolvimento humano (IDH), o céancer pode ser diagnosticado muito tarde, o

tratamento € caro ou inacessivel e servigos paliativos ndo estdo disponiveis (WHO, 2020).

Embora cada cancer possa ter origens e evolugdes diferentes, todos eles compartilham
algumas caracteristicas que sdo adquiridas pelas células tumorais. Essas caracteristicas
incluem: a capacidade de sustentar sinais de proliferacdo celular, ignorar os sinais inibitorios
do crescimento, resistir a morte celular, replicar-se sem limites, induzir a formag&o de novos
vasos sanguineos (angiogénese), invadir outros tecidos e promover metéstases (FIGURA 1)
(HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011). Recentemente, foram atribuidas outras
caracteristicas para o cancer: capacidade de evitar destruicdo pelo sistema imune, promover
inflamacdo, desregular o metabolismo energético de modo a estimular o crescimento e
promover instabilidade do genoma, acumulando mutagfes que conferem vantagens
adaptativas (FIGURA 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Juntas, essas caracteristicas

auxiliam na criagio do  microambiente  tumoral, o qual favorece a
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sobrevivéncia, multiplicacdo e disseminacdo das células tumorais (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).
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Figura 1. Caracteristicas do cancer. Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011; Servier Medical
Art, Creative Commons Attribution 3.0, disponivel em https://smart.servier.com.
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A divisdo celular ¢ um evento que ocorre a todo momento nas células de um
organismo adulto normal. Embora existam diversos mecanismos que regulam cada fase da
divisdo celular, erros podem ocorrer durante o processo (BERTRAM, 2001; DIXON;
KOPRAS, 2004). Quando danos ou lesbes ao DNA ocorrem, rotas que regulam mecanismos
de reparo do DNA sdo ativadas, de modo a prevenir a transmissao de Cromossomos
danificados ou incompletamente replicados para células filhas (BRANZEI; FOIANI, 2008).
As células que passam pelo ponto de checagem podem: (1) retornar a progressdo do ciclo
celular apds os danos serem reparados, (2) sofrerem parada permanente do ciclo celular ou (3)
serem destinadas a apoptose, processo de morte celular programada que elimina células com
lesbes no DNA irreparaveis (SANCAR et al., 2004). Qualquer defeito nesses mecanismos de
reparo permitem a passagem de células mutadas pelo ciclo, o que por sua vez leva ao acimulo
de erros no DNA de células filhas, causando instabilidade genémica e aumentando o risco do
surgimento do cancer (DIXON; KOPRAS, 2004; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003).
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As alteracBes genéticas que levam a formagdo do tumor maligno sdo geralmente
ocasionadas por mutagdes em genes especificos de uma célula, como 0s proto-oncogenes,
genes supressores de tumor, genes reparadores de DNA ou em qualquer outro gene que
controle diretamente ou indiretamente a proliferacdo celular (DIXON; KOPRAS, 2004;
FOSTER, 2008; LEE; MULLER, 2010; WEINBERG, 1994). Os proto-oncogenes sdo genes
normais que estimulam a proliferacdo celular, enquanto que suas formas mutadas e ativas séo
chamadas de oncogenes. J& 0s genes supressores de tumor sdo genes que mantém a
proliferacdo sob controle restringindo o crescimento celular, podendo estimular a morte
celular para manter as células em equilibrio (DIXON; KOPRAS, 2004; WEINBERG, 1994).
Através da ativacdo da expressdo de proto-oncogenes e inativacdo de genes supressores de
tumores, as células tumorais conseguem modificar a expressdo de diversos outros genes,
alterando vias de sinalizacdo que controlam os mecanismos de proliferacdo e/ou morte celular
(ROY; SAIKIA, 2016).

O cancer pode ter origem em uma Unica célula que sofre uma mutacdo. Entretanto, é
necessaria uma série cumulativa de alteracdes genéticas para que ela se torne uma célula
neoplasica (BERTRAM, 2001; WILLIAMS, 2001). O processo pelo qual uma célula normal
se transforma em uma célula neoplésica é denominado carcinogénese. Esse processo ocorre
em varias etapas até chegar ao tumor maligno, podendo ser dividido em trés fases: iniciacdo,
promogdo e progresséo (FIGURA 2) (BERTRAM, 2001; GRISHAM; KAUFMANN;
KAUFMAN, 1983; OLIVEIRA et al., 2007). Na fase de iniciacdo ocorrem danos no DNA de
uma célula normal, resultando em mutacGes que afetam o0s genes supressores de tumores,
proto-oncogenes ou outros genes reguladores do crescimento (DIXON; KOPRAS, 2004,
SANTELLA et al., 2005). Caso os erros dessa célula ndo forem reparados, ele passara a ser
permanente no momento em que a célula replicar o seu DNA e promover a divisdo celular,
dando origem a célula neoplasica (WILLIAMS, 2001). Entretanto, caso ndo seja estimulada a
sofrer proliferacdo e caso ndo ocorram outras mutacGes oncogénicas para perturbar o

equilibrio celular, a célula neoplasica pode permanecer inofensiva (WILLIAMS, 2001).

Quando a célula neoplésica entra na fase de promocdo, ocorre o estimulo a
proliferacdo celular devido a desregulacéo de vias de sinalizacdo que normalmente controlam
esse processo. A expansdo do numero de células pode ocorrer tanto pelo aumento da
proliferacdo celular, como pela reducdo da apoptose, resultando no surgimento do tumor
(BERTRAM, 2001). Por ultimo, na fase de progressao, a proliferagdo celular ocorre mesmo

sem a presenga de um estimulo, causando multiplicacdo descontrolada e irreversivel das
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células mutadas (OLIVEIRA et al., 2007). Essa ultima fase é caracterizada por diversas
mudancas em caracteristicas bioquimicas, metabdlicas e morfoldgicas das células que ndo s6
causam instabilidade genética e rapido crescimento, mas também podem induzir a
angiogénese, invasao de tecidos vizinhos e desenvolvimento de metastases em sitios distantes
do tumor priméario (OLIVEIRA et al., 2007; VINCENT; GATENBY, 2008; WILLIAMS,
2001). As mudancas sucessivas nas caracteristicas e comportamento das células neopléasicas
dao origem a uma populacdo de células cada vez mais malignas, levando a formacéo do

cancer e evoluindo até o surgimento das manifestacdes clinicas.
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Figura 2. Etapas da carcinogénese. Fonte: da autora, 2020. Imagens Servier Medical Art, Creative Commons
Attribution 3.0, disponivel em https://smart.servier.com.

O cancer ¢ atualmente um dos principais problemas de saude pablica no mundo. A
estimativa mundial de 2018 aponta que ocorreram no mundo 18,1 milhGes de novos casos de
cancer e 9,6 milhdes de mortes devido ao cancer (FIGURA 3) (BRAY et al., 2018). No Brasil
estima-se para cada ano do triénio 2020-2022 a ocorréncia de 625 mil casos novos de cancer,
sendo o cancer de prostata o mais comum entre os homens (29,2%) e o cancer de mama
(29,7%) entre as mulheres (exceto o cancer de pele ndo melanoma) (INCA, 2019). Esses
dados demonstram o quanto o cancer é alarmante e motivo de preocupacdo a nivel mundial.
Além disso, reforcam nédo s6 a necessidade de aces para impedir que essa doenca continue
afetando tantos individuos, mas também de novas formas de tratamento que possam diminuir

os indices de mortalidade.
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Figura 3. Distribui¢do dos casos e mortes para 0s cinco tipos de canceres mais comuns em 2018 para ambos
0s sexos. Os valores representam a proporcédo do total do nimero de casos e mortes, em porcentagem. Foram
estimados no total 18,1 milhdes de novos casos e 9,6 milhGes de mortes por cancer. Cancer de pele ndo
melanoma esté incluido na categoria outros. Fonte: adaptado de FERLAY et al., 2018.

2.2 Cancer de mama

O cancer de mama é uma doenca na qual células dos tecidos mamarios se multiplicam
de forma anormal, sendo que a maioria deles comeca nos I6bulos (glandulas produtoras de
leite) ou nos ductos que conectam os I6bulos ao mamilo (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019; BRAY et al., 2018). Dentre os diversos tipos de neoplasias malignas, o cancer de mama
se destaca entre as mulheres do mundo todo em virtude de suas altas taxas de incidéncia e
mortalidade (BRAY et al., 2018).

O rastreamento e diagnéstico precoce sdo importantes para o cancer de mama, Vvisto
que a deteccdo em estagios iniciais da doenca aumenta as chances de o tratamento ser bem
sucedido (DESANTIS et al, 2019; MILLER et al., 2019; SHAMSI; PIRAYESH
ISLAMIAN, 2017). O diagnostico precoce tem como objetivo identificar sinais e sintomas
iniciais do cancer de mama, por meio da conscientizacdo da populacdo e de profissionais
capacitados a avaliar casos suspeitos, enquanto o rastreamento é uma estratégia baseada na
realizacdo de testes como mamografia, ressonancia magnética, ultrassom e autoexame das
mamas (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER; JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA
(INCA), 2015; WANG, 2017). A deteccéo precoce, aliada a um tratamento adequado, poderia
reduzir a longo prazo as taxas de mortalidade por cancer de mama (WANG, 2017).



20

No momento do diagndstico, o cancer de mama pode ser classificado em estagios que
irdo indicar o tamanho, a localizagdo e a extensdo do tumor. O primeiro estagio é 0, no qual o
tumor é restrito a um local da mama (in situ). Esse € um estagio nao invasivo do cancer de
mama, que indica que as células tumorais estdo presentes somente naquele local da mama
onde as células se originaram e ndo ha evidéncias de invasdo dessas células em outros tecidos
(AKRAM et al., 2017). Apds o estagio 0, os estdgios variam de | a IV, sendo que quanto
maior o estagio no momento do diagnostico, mais avancada esta a doenca. Nos estagios | e 11
0 cancer de mama esta em estagios iniciais da doenca (tumor invasivo em estagio inicial),
enquanto no estagio Il o tumor estd localmente avangado, ou seja, as células tumorais ja se
espalharam para outros tecidos da mama (MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 2010). No
estagio 1V, o estagio mais avancado da doenca, o0 tumor ja se encontra espalhado por outros
orgdos no momento do diagnostico, conhecido também por cancer de mama metastatico
(MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 2010).

A formagdo de metéstases envolve uma série de etapas e se inicia durante a
carcinogénese quando células tumorais perdem suas propriedades de aderéncia com outras
células ou com constituintes da matriz extracelular e se desprendem do tumor primario
(GUPTA; MASSAGUE, 2006; HANAHAN; WEINBERG, 2000). Essas células conseguem
entdo migrar inicialmente para tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de vasos
linfaticos ou sanguineos, através dos quais se disseminam para 6rgdos distantes de onde o
tumor se iniciou (CHAFFER; WEINBERG, 2011; HA; FARAJI; HUNTER, 2013; STEEG;
THEODORESCU, 2008). Nos locais nos quais as células tumorais chegam, elas irdo formar
novas colbnias de células malignas que, ao se proliferarem, dardo origem as lesbes
metastaticas  clinicamente detectaveis (GUPTA; MASSAGUE, 2006; LAMBERT;
PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017).

Devido a natureza complexa das metastases, terapias convencionais para tratamento
do cancer em pacientes ja com metastases ndo sdo muito eficazes (HA; FARAJI; HUNTER,
2013; WAN; PANTEL; KANG, 2013). Sabe-se que a taxa de sobrevivéncia entre as mulheres
diagnosticadas com cancer de mama no estagio IV é muito menor do que a de mulheres
diagnosticadas nos estagios I, 1l ou Ill (DESANTIS et al., 2019; MILLER et al., 2019).
Entretanto, no momento do diagnostico, poucas sdo as mulheres que logo de inicio
apresentardo o cancer de mama em estagio IV (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). No
entanto, as metastases podem surgir apos a recorréncia de um tumor que inicialmente foi

diagnosticado como tumor invasivo localizado. Quase 30% das mulheres diagnosticadas em
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estagios iniciais do cancer de mama eventualmente desenvolverdo a doenca recorrente
avancada ou doenca metéstatica (O’SHAUGHNESSY, 2005; REDIG; MCALLISTER, 2013).
Pacientes com o tumor localizado, as quais passam pelo procedimento de ressec¢do tumoral
primaria bem sucedida e terapia adjuvante, apresentam um risco elevado de desenvolver em
algum momento da vida o cancer de mama metastatico (KIMBUNG; LOMAN;
HEDENFALK, 2015).

O elevado numero de mortes por cancer de mama néo esta relacionada com o tumor
primario, mas justamente com a reincidéncia e altas chances de metastase em estagios
avancados do tumor, principalmente para os pulmdes, cérebro, ossos e figado (HUGHES et
al., 2015; SCHIAVON et al., 2015; WEIGELT; PETERSE; VEER, 2005). As estratégias
clinicas atuais sdo insuficientes na identificacdo precisa de pacientes com cancer de mama
com alto risco de recorréncia da doenca e no tratamento da doenca metastatica (WEIGELT;
PETERSE; VEER, 2005). Diante desses fatos, fica clara a necessidade de se estudar novas
terapias oncoldgicas direcionadas as metastases de pacientes com cancer de mama em
estagios avancados, de forma a prevenir ou reduzir a colonizacdo das células tumorais em

outros tecidos e 6rgaos e aumentar a sobrevida desses pacientes.

As pesquisas nas ultimas décadas e os avangcos na area da genética levaram a
identificacdo de genes cujas mutacBes estdo associadas a um risco aumentado de ocorréncia
de cancer de mama. Os mais conhecidos sdo 0s genes supressores de tumor BRCAL e
BRCAZ2; entretanto, sabe-se que muitos outros genes que participam de vias de sinalizacéo
que regulam o crescimento e morte celular podem estar envolvidos no processo de
carcinogénese (KAMINSKA et al., 2015; PAUL; PAUL, 2014; ROJAS; STUCKEY, 2016).
Entre eles, ttm-se 0s genes que expressam proteinas das vias de sinalizacdo de proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPK, do inglés mitogen-activated protein kinase). A
ativacdo excessiva do efeito de transducdo de sinal Ras por mutagcbes em oncogenes, por
exemplo, pode ativar em sequéncia vias MAPK, como a via de proteinas quinases 1 e 2
reguladas por sinal extracelular (ERK1/2, do ingés extracellular signal-regulated protein
kinases 1 and 2), aumentando a proliferacdo e sobrevivéncias das celulas tumorais do cancer
de mama (SAMADI et al., 2018). As mutacbes em diversos genes resultam na
desestabilizacdo do genoma, comprometimento do controle da sinalizacéo celular e interferem

na interacdo normal das células nos tecidos.
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2.3 Viade sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPK)

As vias de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPK, do
inglés mitogen-activated protein kinase) sdo responsaveis por converter os estimulos
extracelulares como, por exemplo, fatores de crescimento, citocinas e estresses ambientais,
em varias respostas celulares, por meio da fosforilacdo de diferentes substratos (KIM; CHOI,
2015). Existem multiplas vias de sinalizacdo de MAPKs nas células de mamiferos,
evolutivamente conservadas em eucariotos, as quais respondem a diversos estimulos e
desempenham papéis-chave em diversos processos celulares como diferenciagéo,
proliferacdo, motilidade, sobrevivéncia e apoptose (CARGNELLO; ROUX, 2011; KOUL,;
PAL; KOUL, 2013; PLOTNIKOQV et al., 2011). Em células de mamiferos, trés subfamilias de
vias MAPKs ja foram bem caracterizadas: cascata de proteina quinase regulada por sinal
extracelular (ERK), cascata de proteina quinase c-Jun N-terminal (JNK) e cascata de proteinas
p38 quinases (p38) (FIGURA 4) (ZHANG,; LIU, 2002).

/ Fatores de \
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Estimualo crescimento :
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Respostas Prollfera;ao celular Prollferagao celular
celulares Diferenciagdo Diferenciagdo e apoptose
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Figura 4. Esquema ilustrativo das vias de sinalizacdo MAPKs. O esquema mostra as trés subfamilias de
MAPK: cascata de proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK), cascata de proteina quinase c-Jun
N-terminal (JNK) e cascata de proteinas p38 quinases (p38). As vias se iniciam com um estimulo externo
gue leva a fosforilagdo e ativagdo em sequéncia de diferentes proteinas quinases. Por Gltimo, ocorre a
fosforilacdo de diversos substratos que levam a diferentes respostas celulares. Fonte: adaptado de KIM;
CHOI, 2010.
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As proteinas quinases que fazem parte das vias MAPKSs sdo enzimas que fosforilam
outras proteinas por meio da transferéncia de um grupo fosfato do co-substrato ATP para 0s
aminoacidos treonina, serina ou tirosina do substrato (SILVA et al., 2009). O sinal nas vias
MAPKSs ¢ transmitido pela fosforilacdo e ativacdo em sequéncia de trés proteinas quinases
denominadas quinase quinase MAPK (MAPKKK), quinase MAPK (MAPKK) e MAPK,
sendo essa Ultima a responsavel pela fosforilagdo dos substratos que podem ser alvos
citoplasmaticos ou nucleares (FIGURA 4) (KIM; CHOI, 2010). As mudancas induzidas pela
fosforilacdo dos substratos pelas MAPKSs sdo muito rapidas e permitem uma resposta celular
imediata ao estimulo externo (KYRIAKIS; AVRUCH, 2012). A fosforilagdo e ativacéo de,
por exemplo, fatores de transcricdo pelas MAPKS, levam a regulagédo da expressédo de outros
genes e diferentes respostas bioldgicas (KAMINSKA, 2005).

As vias MAPKs sdo uma extensa rede regulatoria de diferentes processos celulares.
Devido a isso, muta¢Ges em algum componente dessas vias que modificam a funcionalidade e
progressdo da cascata acabam afetando o metabolismo celular e desequilibrando os sinais de
crescimento celular (BRAICU et al., 2019; KIM; CHOI, 2015). Diversas alteracdes em
proteinas quinases ja foram relatadas no cancer, assim como terapias alvo direcionadas a
proteinas MAPK vém sendo desenvolvidas (BRAICU et al., 2019; MARTINEZ-LIMON et
al., 2020).

2.3.1 p38 MAPK

A via de sinalizacdo de p38 MAPK ¢ ativada por citocinas inflamatérias, como o fator
de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina-1p (IL-1p), ou em resposta a estresses celulares
como estresse oxidativo, osmaticos e hipdxico (CUADRADO; NEBREDA, 2010; CUENDA,;
ROUSSEAU, 2007). O estimulo externo é transmitido para o meio intracelular por meio da
ativacdo e fosforilagdo de proteinas MAPKKKSs e em sequéncia MAPKKs que fosforilam e
ativam p38 MAPK (FIGURA 5). A ativacdo de p38 depende da fosforilacdo dupla dos
residuos de treonina e tirosina no motivo Thr-Gly-Tyr (treonina-glicina-tirosina) da enzima,
na regido do loop de ativacdo, pelas proteinas MKK3 ou MKK6 (CARGNELLO; ROUX,
2011; CUADRADO; NEBREDA, 2010). MKK4 também ativa p38, entretanto essa quinase
ndo é exclusivamente um ativador de p38, pois também ativa a via de INK (BRANCHO et
al., 2003).
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Quatro isoformas de p38 MAPK ja foram caracterizadas: p38a (gene MAPK14), p38p
(gene MAPK11), p38d (gene SAPK4, proteina quinase ativada pelo estresse, ou MAPK13) e
p38y (gene SAPK3 ou MAPK12) (CUADRADO; NEBREDA, 2010; CUENDA; SANZ-
EZQUERRO, 2017). Cada uma delas é codificada por um gene, com diferencas nos
substratos que fosforilam e nos tecidos em que estéo presentes (KOUL; PAL; KOUL, 2013).
Baseado na sequéncia de aminoé&cidos, diferentes padrdes de expressdo e sensibilidade a
compostos inibidores, as isoformas de p38 podem ser separadas em dois subgrupos: p38a e
p38p representem um subgrupo com 75% de similaridade entre suas sequéncias, enquanto
p38y e p38d representam 0 outro subgrupo (com 62% e 61% de similaridade com p38a,
respectivamente) (KONDOH et al., 2016; YURTSEVER et al., 2015). A isoforma p38a ¢
abundantemente expressa em todos tecidos, enquanto p38B é expressa em niveis menores
comparados com p38a ¢ parece ter fungdo redundante com p38a (DEL BARCO
BARRANTES et al., 2011). Ja as isoformas p38y e p385 possuem um padrdo de expressao
em tecidos especificos, como, por exemplo, p38y no musculo esquelético e p385 nas
glandulas endocrinas (CORRE; PARIS; HUOT, 2017; CUADRADO; NEBREDA, 2010;
CUENDA; ROUSSEAU, 2007; RISCO; CUENDA, 2012).
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Figura 5. Mecanismo e funcbes da via de sinalizacdo p38 MAPK. A via inicia-se com uma sequéncia de
fosforilacdes de diferentes proteinas citosélicas que culminam na ativagdo das diferentes isoformas da p38
MAPK. Estas ativardo diferentes fatores envolvidos na transcri¢do génica, traducéo e translacdo de proteinas,
assim como na liberagdo de fatores de crescimento. Fonte: adaptado de CUADRADO; NEBREDA, 2010.

A p38 quando ativada fosforila diferentes substratos presentes no nudcleo ou no
citoplasma, entre eles proteinas quinases, proteinas do citoesqueleto e fatores envolvidos na
transcricdo génica, traducdo e translacdo de proteinas (CORRE; PARIS; HUOT, 2017;
CUADRADO; NEBREDA, 2010; PLOTNIKOV et al., 2011). Embora existam substratos
comuns entre a familia de p38, cada isoforma pode ter substratos especificos. As proteinas
quinases ativadas MAPK 2 e 3 (MK2 e MK3) exemplificam substratos que sdo
preferencialmente fosforilados por p38a e p38p, enquanto a proteina associada a microttbulos
Tau é um melhor substrato de p38y ¢ p386 (CUENDA; ROUSSEAU, 2007; GOEDERT et al.,
1997a, 1997b). Os substratos especificos e os diferentes padrGes de expressao sugerem que

cada isoforma pode ter func@es celulares especificas.

Devido ao envolvimento das p38 MAPKs em processos relacionados com a

carcinogénese, como proliferacdo, resposta a inflamacao, apoptose, angiogénese, invasdo de
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tecidos e metéstases, elas vém sendo estudadas como alvo para o desenvolvimento de novos
farmacos para terapias antineoplésicas (CHEN et al., 2009; CORRE; PARIS; HUOT, 2017,
CUENDA; ROUSSEAU, 2007; MARTINEZ-LIMON et al., 2020; ZHANG; LIU, 2002). A
p38a ¢ a isoforma mais bem caracterizada e foi por muito tempo o foco de pesquisas com a
proposta de desenvolver pequenas moléculas inibidoras de p38a. Entretanto, o silenciamento
de p38a in vivo resultou em mortes dos ratos na fase embrionéria devido a defeitos
morfologicos da placenta, enquanto o silenciamento de p38p, p38y ou p3806 resultou em ratos
viaveis e sem defeitos de desenvolvimento (ADAMS et al., 2000; ESCOS et al., 2016;
MUDGETT et al., 2000; REMY et al., 2010; SUMARA et al., 2009).

Visto que p38y e p386 possuem padrdes de expressao especificos nos tecidos, funcdes
celulares especificas e a auséncia delas aparentemente ndo é fatal, essas duas isoformas se
tornaram alvos mais Vvidveis de compostos inibidores. Entretanto, ainda ndo foram
caracterizados inibidores especificos de p386 ou p38y e atualmente existe uma caréncia por

esse tipo de molécula.

2.3.2 A isoforma p386 MAPK

Em resposta a estresses celulares e citocinas inflamatdrias, a p386 ¢ ativada por meio
da dupla fosforilagdo dos residuos treonina (Thrl80) e tirosina (Tyrl82) pelas quinases
MKK6 e MKK3 (ALONSO et al., 2000; CUENDA; ROUSSEAU, 2007; WANG et al.,
1997). Ao contrério da p38a, p385 tem diferentes padrdes de expressdo de acordo com o
tecido e, consequentemente, tem efeitos bioldgicos especificos. Niveis variaveis da expressdo
de p386 foram detectados nos tecidos glandulares enddcrinos, pancreas, esofago, estbmago,
célon, intestino delgado, pele, pulmao, mama e testiculo (ESCOS et al., 2016; GOEDERT et
al., 1997a; O’CALLAGHAN; FANNING; BARRY, 2014; WANG et al., 1997).

A isoforma p385 apresenta papéis importantes na regulacdo de processos celulares,
entre eles resposta ao estresse, producdo de citocinas, proliferacdo, migracao e diferenciagédo
(ALEVY et al., 2012; CUENDA; SANZ-EZQUERRO, 2017; ESCOS et al., 2016; RISCO et
al., 2012). Ja foi relatado que p386 desempenha papéis-chave em algumas doencas humanas,
entre elas doengas neurodegenerativas como o Alzheimer (FEIJOO et al., 2005), diabetes
(SUMARA et al., 2009), doencas inflamatorias (ALEVY et al., 2012; CRIADO et al., 2014;
JOHANSEN et al., 2005; RISCO et al., 2012) e cancer (DEL REINO et al., 2014;
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JUNTTILA et al., 2007; KISS et al., 2019; SAHU et al., 2019; TAN et al., 2010; WADA et
al., 2017). Devido a esses papéis, p386 emergiu como um potencial alvo de drogas para o

tratamento das doencas nas quais exerce atividade.

A p386 também desempenha papéis-chave em eventos biologicos relacionados com o
cancer, como proliferacdo celular, apoptose, migracdo e invasdo de ceélulas tumorais
(CUENDA; SANZ-EZQUERRO, 2017; RISCO; CUENDA, 2012). Entretanto, assim como a
p38a, p386 apresenta papéis antagonistas nas células que variam conforme o cancer e tipo
celular em que se encontra (O’CALLAGHAN; FANNING; BARRY, 2014). Em carcinoma
de células escamosas do esdfago (OESCC, do inglés oesophageal squamous cell carcinoma),
por exemplo, possui fungdo de supressor de tumor, pois a perda de expressdo de p385
promove a proliferacdo, migracdo e crescimento das células tumorais (FIGURA 6)
(O’CALLAGHAN et al., 2013; O°’CALLAGHAN; FANNING; BARRY, 2015). Além disso,
células de OESCC que expressam p385 sdo mais sensiveis a uma combinacdo de
quimioterapia do que células deficientes em p386 (O’CALLAGHAN; FANNING; BARRY,
2015). O papel de supressor de tumor de p386 ja foi evidenciado também no melanoma (GAO
etal., 2013) e glioma (LIU et al., 2015).

No entanto, p386 pode atuar também como promotor de tumor, pois 0 aumento da
expressdo e ativagdo de p386 foi relatado em células de varios tipos de cancer, incluindo o
cancer de células escamosas de cabeca e pescoco (JUNTTILA et al., 2007; SAHU et al.,
2019), cancer de pele (KISS et al., 2019; SCHINDLER et al., 2009; ZUR et al., 2015),
mesotelioma pleural maligno (ZHONG et al., 2011), cancer de c6lon (DEL REINO et al.,
2014; TAN et al., 2010), células-tronco de cancer ginecol6égico (YASUDA et al., 2016),
cancer de mama (WADA et al., 2017) e hepatocarcinoma (YU et al., 2019). Nesses casos,
p38d pode promover a proliferacdo celular, a migragéo e invaséo das células tumorais; induzir
a expressao de metaloproteinases, as quais estdo associadas com aumento da agressividade do
tumor; promover a formagdo de metastases e ativar vias de sinalizacdo de condigdes
inflamatdrias cronicas (FIGURA 6) (DEL REINO et al., 2014; JUNTTILA et al., 2007; TAN
etal., 2010; WADA et al., 2017; ZHONG et al., 2011).
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Figura 6. Papéis antagonistas da isoforma p385 nas células tumorais. Fonte: da autora, 2020.

A p385 parece estar relacionada também com a progressdo, invasdo e metéstase do
cancer de mama. A expressao recombinante dessa proteina em células de adenocarcinoma de
mama humano MCF-7 aumentou a producdo de interleucina-6, uma citocina que ja foi
associada com crescimento do tumor e metastase (DETHLEFSEN; HGJFELDT; HOJMAN,
2013; KITATANI et al., 2009). Ja a delecdo de p385 in vivo resultou na inibicdo do
crescimento do tumor da mama e diminuiu o nimero de lesbes metastaticas no pulméo,
enquanto que a delegdo de p38d nas células das linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-
MB-231 resultou, em ambas as linhagens, diminuicdo da proliferacdo celular (WADA et al.,
2017).

A Figura 7 mostra o padrao da expressdo proteica de p385 em diversos tipos de
cancer, entre eles o cancer de mama. Todos os pacientes com cancer de mama analisados
apresentavam expressao de p385. Além disso, os dados na base de dados The Cancer Genome
Atlas mostram que ndo existem diferencas do RNAm de p38a entre tecidos normais e os de
cancer de mama, enquanto que o RNAm de p385 ¢ significativamente aumentado em todos 0s
tipos de cancer de mama listados na base de dados, em comparagdo com tecidos de mama
normal (WADA et al., 2017). Anélises de RNAm de 37 amostras de cancer de mama humano
também mostraram alta expressdo de p38a e p386, assim como nas linhagens de células de

cancer de mama analisadas (CHEN et al., 2009).



29

Patents (%)
1004

i)

Figura 7. Expressdo da proteina p385 nos diferentes tipos de cancer. Em todos pacientes avaliados com
cancer de mama existia expressdo de p383. Fonte: The Human Protein Atlas v18.1,disponivel em
proteinatlas.org.

Dada a importancia do papel da proteina p386 no ambiente tumoral, na progressao
tumoral e formacdo de metastases, e visto seu padrdo de expressdo restrito a alguns
tecidos, novas estratégias visando a sua inibicdo oferecem avancos para o tratamento do
cancer de mama. Inibindo a atividade de p385 no cancer de mama pode-se esperar uma
inibicdo da progressdo tumoral e do numero de lesGes metastaticas. Dessa forma, terapias
direcionadas a p386 com 0 uso de pequenas moléculas inibidoras de p385 sdo propostas para

o tratamento do cancer de mama metastatico.

2.4 Tratamentos para o cancer de mama

O tratamento para o cancer de mama varia conforme o estdgio em que a doenca se
apresenta, as caracteristicas do tumor e condi¢des do paciente. O objetivo, principalmente em
estagios mais avangados quando ha possibilidade de metastases, é aumentar o tempo de vida e
melhorar a qualidade de vida do paciente. A quimioterapia e terapia hormonal, tratamentos
considerados sistémicos, séo utilizados geralmente em estégios iniciais da doenga ou apds um
tratamento local para reduzir as chances de recorréncia. A cirurgia e radioterapia, por sua vez,
sdo consideradas terapias locais que geralmente sdo realizadas quando o tumor ainda nao
sofreu metastase (HARLES; HAPIRO, 2001; MAUGHAN; LUTTERBIE; HAM, 2010). O
tratamento pode também ser realizado com a associacdo de terapias locais e sistémicas para

maximizar os beneficios e minimizar os riscos de recorréncia.
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O tratamento mais comum para estagios iniciais do cancer de mama (estagio | ou Il) é
a cirurgia conservadora da mama com radioterapia adjuvante (49%), seguido da mastectomia
(34%) (DESANTIS et al., 2019; MILLER et al., 2019). Pacientes em estagio Ill da doenca
geralmente passam por mastectomia (68%) e a maioria ainda recebe quimioterapia adjuvante
(MILLER et al., 2019). As mulheres diagnosticadas com o cancer de mama metastatico
(estagio 1V) recebem frequentemente o tratamento com a intencdo paliativa, como radiacao e
quimioterapia sozinhas, ou nao recebem nenhum tratamento, visto que nesse estagio avancado
da doenca as chances de cura sdo baixas (DESANTIS et al., 2019). Os medicamentos usados
na quimioterapia do cancer de mama metastatico incluem antraciclinas, taxanos e 5-
fluorouracil como primeira, segunda e terceira linhas de terapia, respectivamente (NICOLINI
etal., 2006; SCULLY et al., 2012).

O problema dos tratamentos existentes é que eles podem apresentar diversos efeitos
colaterais devido a sua agressividade ao organismo. Por exemplo, os farmacos utilizados no
tratamento hormonal, entre eles Tamoxifeno, Toremifeno e Fulvestranto, sdo antiestrogenos
gue estdo associados a uma série de reacdes indesejaveis, entre elas eventos tromboembdlicos,
sangramento vaginal e alteracdes na parede do Gtero, com aumento da incidéncia de tumor
endometrial, além da resisténcia ap6s muito tempo de uso (ARIAZI; CRAIG JORDAN,
2008). Ja a quimioterapia, possui diversas limitacGes e toxicidade alta. Os medicamentos
quimioterapicos afetam, por diferentes mecanismos de agdo, a proliferacdo das células.
Devido a grande semelhanca entre células normais e tumorais, a terapia acaba atuando de
forma nédo-especifica, podendo ser toxica também para as células normais do individuo (DE
ALMEIDA et al., 2005; PALMER et al., 1980). Isso explica a necessidade de se encontrar
alvos de acdo seletivos para os tratamentos, com 0s quais apenas células tumorais sejam
danificadas. Entre os possiveis alvos farmacoldgicos para o tratamento do cancer de mama,
tem-se a p386 MAPK, a qual poderia ndo s6 impedir o crescimento do tumor primario, mas

também impedir a progresséo da doenca para um estagio avangado.

2.5 Estrutura das proteinas p38 MAPKSs

Para o desenvolvimento de novos farmacos direcionados a p386 € necessario conhecer
a estrutura da enzima, bem como o seu sitio ativo. A estrutura proteica de todas isoformas de

p38, assim como de todas proteinas quinases, € dividida em dois subdominios: o N-terminal
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(N-lobe), que possui cinco fitas de folhas ¢ uma longa hélice a (aC-helix) e o C-terminal
(C-lobe), que ¢ composto de seis a-hélices (MODI; DUNBRACK, 2019; UNG;
SCHLESSINGER, 2015). Entre esses dois subdominios forma-se o dominio catalitico, uma
fenda na qual esta presente o sitio de ligacdo do ATP (UNG; SCHLESSINGER, 2015). Além
disso, os dois subdominios s&o conectados por uma regido flexivel chamada de hinge, a qual
permite 0 movimento do N- e C-terminal, facilitando a ligagio do ATP (MODI;
DUNBRACK, 2019; THURMOND et al., 2001; TONG; SEELIGER, 2015).

Outro dominio importante da estrutura de p38 € o loop de ativacdo, no qual estdo
presentes 0os aminoacidos treonina e tirosina (motivo TGY) (REMY et al., 2010). Quando
ocorre a fosforilagdo desses dois residuos nas estruturas de p38 pelas MKKs, o loop de
ativacdo € estabilizado em uma conformacdo aberta e a enzima é ativada (CARGNELLO,;
ROUX, 2011; HUSE; KURIYAN, 2002). A dupla fosforilacdo também reorienta os dominios
C- e N-terminal para que aumente a afinidade pelo ATP (SCHINDLER et al., 2000; TONG;
SEELIGER, 2015).

No C-terminal estd presente 0 motivo conservado Aspl68-Phel69-Gly170 (motivo
DFG) que faz parte do sitio de ligacio do ATP (KUMAR et al, 2018; UNG;
SCHLESSINGER, 2015). De acordo com a posicdo do motivo DFG, as proteinas quinases,
inclusive p386, podem assumir duas conformacdes bem caracteristicas: DFG-in e DFG-out, as
quais determinam o0 estado ativo ou inativo da enzima, respectivamente (UNG;
SCHLESSINGER, 2015). As proteinas quinases na sua forma ativa, ou DFG-in, assumem
uma conformacdo na qual o residuo de fenilalanina (Phe) do motivo DFG esta dentro de um
sitio hidrofébico entre os dois subdominios da enzima, o que forma uma fenda na qual o
substrato consegue se ligar (MODI; DUNBRACK, 2019; ZUCCOTTO et al., 2010). Ja o
residuo aspartato (Asp), do motivo DFG, na conformacao ativa esta presente no inicio do loop
de ativacdo, de onde ele consegue coordenar a ligacdo do ion magnésio que interage com o
atomo de oxigénio do fosfato B do ATP, facilitando a ligagdo do ATP (MODI; DUNBRACK,
2019; TONG; SEELIGER, 2015).

Na forma inativa das proteinas quinases, ou DFG-out, o residuo Asp do motivo DFG
sofre um giro e o residuo Phe ndo estd no sitio hidrofébico no qual estava na conformacao
ativa (UNG; SCHLESSINGER, 2015). Esses movimentos dos residuos do motivo DFG
induzem mudancas conformacionais do loop de ativacédo, obstruindo parte do sitio de ligacéo
e expondo o sitio hidrofébico no qual o Phe se localizava (PARGELLIS et al., 2002; YU et
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al., 2019). Dessa forma, o sitio antes ocupado pelo motivo DFG, torna-se acessivel para ser
explorado por moléculas inibidoras da enzima (UNG; SCHLESSINGER, 2015). A posic¢ao do
motivo DFG nessa conformacao é geralmente incompativel com a ligacdo do ATP e, portanto,
¢ conhecida como uma conformacédo inativa (PARGELLIS et al., 2002). Na Figura 8, a
diferenga da posicdo do residuo Phe do motivo DFG entre as estruturas de p386 DFG-in e
DFG-out esta mostrada.
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Figura 8. Representacéo das conformagdes que o motivo DFG pode adotar na proteina p383: DFG-in e DFG-
out. p3856 DFG-in (PDB ID 4EYM); p385 DFG-out (PDB ID 4EYJ). Fonte: da autora, 2020.

Um elemento estrutural importante das proteinas quinases que acaba contribuindo na
seletividade de inibidores € o residuo gatekeeper. Esse residuo estd presente no sitio de
ligacdo do ATP, em uma regido que ndo é ocupada pelo ATP, e pode ser explorada por
compostos inibidores (ROMANO; DE BEER; SCHWEDE, 2017). O tamanho e a forma dessa
regido sdo controlados pelo tamanho da cadeia lateral do residuo gatekeeper, pois residuos de
cadeia lateral pequena aumentam a regido a ser explorada, enquanto residuos de cadeia lateral
longa ocupam mais espaco e tornam essa regido inacessivel a ligantes (ZUCCOTTO et al.,
2010). As isoformas p38a e p38pB possuem uma treonina (Thr) no residuo gatekeeper (cadeia
lateral pequena). Ja as isoformas p38y e p385 possuem uma metionina (Met) como residuo
gatekeeper (cadeia lateral longa), a qual diminui a regido que pode ser explorada por ligantes
(ZUCCOTTO et al., 2010). Ja foi demonstrado que mutagdes pontuais no residuo gatekeeper
de p38a, substituindo Thr por Met, influenciam diretamente na seletividade do composto
SB203580, conhecido por inibir somente p38a e p38B (KONDOH et al., 2016). Apenas a
substituicdo do residuo gatekeeper de p38a por um aminoacido de cadeia longa torna essa
isoforma insensivel ao composto SB203580 (KONDOH et al., 2016).
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Em relacdo a estrutura cristalografica especifica da proteina p386, foi demonstrado que
tanto na forma ativa, quanto na forma inativa, essa isoforma apresenta a estrutura conservada
de todas proteinas quinases (FIGURA 9) (YURTSEVER et al., 2015). Estudos mostraram
tambeém que existem algumas diferencas entre p383 e p38a na regido de ligagdo do ATP (na
regido hinge), relacionadas a ativagdo da proteina. Na p38a ativa, ocorre um rearranjo
conformacional para permitir a ligacdo do ATP, enquanto que na p38d ndo ocorre grandes
alteracdes na cadeia entre a forma ativa e inativa (YURTSEVER et al., 2015, 2016).
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Figura 9. Estrutura da proteina p386 (MAPK13) e comparacdo com a sua estrutura na forma ativada
(MAPK13/pTpY). Superposicdo de MAPK13/pTpY (verde com o loop de ativacdo e regido hinge em
vermelho) e MAPK13 (laranja com o loop de ativagdo e regido hinge em azul). Fonte: adaptado de
YURTSEVER et al., 2015.

2.6 Pequenas moléculas inibidoras de p38 MAPK

Desde o surgimento do cancer se tem investido muito em estratégias que levem o
paciente a cura. Novas terapias vém sendo desenvolvidas com o uso de moléculas, estas
possuem acdo direcionada sobre proteinas especificas que controlam processos celulares
envolvidos com a carcinogénese, tais como pequenas moléculas inibidoras que atuam
modulando enzimas especificas e receptores do fator de crescimento (GFRs) (BAUDINO,
2015). A maioria das moléculas contém compostos grandes com peso molecular maior que
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500 Da, o que dificulta a poténcia in vivo, sendo necessarias doses elevadas para atingir
concentragOes plasmaticas eficazes (KOEBERLE et al., 2012). Dessa forma, as pequenas
moléculas possuem maior potencial de uso no tratamento oncologico, pois podem ser
altamente seletivas para uma proteina especifica em pequenas doses e, consequentemente,

podem também diminuir os efeitos colaterais dos tratamentos.

Pequenas moléculas inibidoras especificas de proteinas quinases vém sendo estudadas
para o tratamento do cancer (LEE; DOMINGUEZ, 2005; MURPHY; ZHENG, 2015; WU,
NIELSEN; CLAUSEN, 2015). Da mesma forma, pequenas moléculas inibidoras de p38
MAPKs mostraram potencial para o tratamento do cancer de mama (AMIN et al., 2017,
KARCHER; LAUFER, 2009; SHAHLAEI; DOOSTI, 2016; YURTSEVER et al., 2016). O
planejamento de farmacos inibidores de p38 MAPK esta focado principalmente em pequenas
moléculas que competem pelo sitio catalitico do ATP (BREEN; SOELLNER, 2015; SILVA
et al., 2009; ZHANG; SHEN; LIN, 2007).

Existem trés principais tipos de inibidores de quinases classificados de acordo com seu
modo de ligacdo: tipo I, tipo Il e tipo I1l. Os inibidores tipo I, a primeira geracdo de pequenas
moléculas inibidoras, sdo compostos que ocupam a mesma regido de ligacdo do ATP na
conformacdo DFG-in e, portanto, séo ATP-competitivos (THURMOND et al., 2001). Os
inibidores tipo 11 sdo capazes de se ligar na estrutura inativa da enzima e ocupam, além do
sitio de ligacdo do ATP, a regido alostérica hidrofobica acessivel devido a rotacdo do motivo
DFG (DFG-out) (FIGURA 10) (ZUCCOTTO et al., 2010). Ja os inibidores tipo Ill, ocupam
exclusivamente o sitio alostérico e ndo sdo ATP-competitivos (COX; SHOMIN; GHOSH,
2011).
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Figure 10. Representacdo das duas conformacdes que o motivo DFG pode adotar. Inibidores tipo Il
estabilizam a conformacdo DFG-out e exploram, além do sitio de ligacdo do ATP, a regido antes ocupada
pelo motivo DFG. Fonte: adaptado de KUFAREVA; ABAGYAN, 2009.



35

Apesar de ter sido relatado que inibidores que se ligam na conformacdo DFG-out
podem ser mais seletivos por explorarem o sitio alostérico da enzima e competirem
indiretamente com 0 ATP (PARGELLIS et al., 2002), ja foi demonstrado que os inibidores de
p38 podem se ligar igualmente bem em ambos estados da enzima, com diferencas na
seletividade e poténcia dos inibidores. Os compostos SB203580 e Skepinona-L sdo exemplos
de potentes inibidores que ligam em p38a no modo DFG-in (KOEBERLE et al., 2012;
WANG et al., 1998), enquanto que o composto BIRB796 inibe p38 no modo DFG-out e
compete indiretamente com o sitio de ligacdo do ATP (PARGELLIS et al., 2002). Entretanto,
todas essas moléculas estdo focadas na inibigdo da isoforma p38a ¢ p38B. O BIRB796, em
altas concentragdes, inibe as isoformas p38y e p389, porém ao mesmo tempo inibe p38a e
p38B (KUMA et al., 2005). Dessa maneira, atualmente existe uma caréncia por inibidores
especificos de p385, o que dificulta o estudo e aplicacdo dessa isoforma como alvo

farmacoldgico.

2.7  Screening virtual de pequenas moléculas para identificacdo de inibidores

especificos de p38o

A abordagem computacional tem sido cada vez mais aplicada na busca por novas
moléculas, pois o0 uso de diferentes ferramentas computacionais permite a identificacdo de
novos compostos. Uma das abordagens computacionais utilizadas é o screening virtual, na
qual se faz uma busca in silico em vastas bibliotecas de pequenas moléculas para a selecdo de
maneira rapida, barata e eficaz de novos candidatos a farmacos (LAVECCHIA; DI
GIOVANNI, 2013; PARK, 2017). Os candidatos a inibidores que advém desta busca podem
ser avaliados em estudos in vitro quanto ao seu caréater inibitorio, possibilitando estudos da

relacdo entre estrutura-atividade e predicao de toxicidade e potencial antitumoral.

Uma das ferramentas computacionais utilizadas no screening virtual é o docking
molecular. Conceitualmente, o docking molecular pode ser definido como um procedimento
computacional utilizado para tentar predizer a posicao, orientacdo e conformacao nativa de
uma pequena molécula associada dentro do sitio ativo de uma macromolécula alvo
(ALONSO; BLIZNYUK; GREADY, 2006). Essa ferramenta permite explorar o vasto espaco
conformacional de ligantes, assumido no interior do sitio da proteina alvo, em um curto

espaco de tempo. A pontuacdo associada ao docking permite avaliar as ligacdes entre a
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proteina alvo e pequenas moléculas, classificando o complexo formado pela energia de
ligacdo associada (LEELANANDA,; LINDERT, 2016). Esta técnica pode ser superficialmente
descrita como uma combinacdo de um algoritmo de busca, o qual explora as diferentes poses
possiveis do ligante no sitio ativo da proteina, resultando em varias orientacbes e
conformagdes do ligante no sitio; e uma funcdo score que é responsavel por analisar a
interacdo de cada uma destas poses geradas e ranquea-las a partir da energia de ligacdo,
objetivando a identificacdo do verdadeiro modo de ligacdo da molécula (ALONSO;
BLIZNYUK; GREADY, 2006; FERREIRA et al., 2015).

O screening virtual, por ser uma metodologia rapida e econdmica, foi utilizado nesse
estudo na busca por inibidores especificos de p385. Visto que no cancer de mama a isoforma
p386 esta mais expressa e relacionada com progressdo do tumor e metastase para 0 pulméo
(WADA et al., 2017), este estudo prop0s identificar pequenas moléculas que possuiam alta
afinidade com o sitio ativo dessa enzima. Apesar de os métodos in silico possuirem suas
vantagens, eles ainda precisam da validacdo dos resultados in vitro. Assim, nesse estudo
também foram realizados ensaios com a linhagem de adenocarcinoma de mama humano
MCF-7, a fim de avaliar a citotoxicidade da molécula selecionada in silico. Com o intuito de
propor um novo composto com potencial para ser utilizado no tratamento direcionado a
proteinas especificas mutadas no cancer de mama, ensaios in vitro também foram realizados

com a molécula PIT97.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Screening virtual para identificacio de pequenas moléculas inibidoras de p386

Para encontrar uma pequena molécula potencial inibidora de p386 foi utilizado o
screening virtual baseado na estrutura (do inglés, Structure-based drug design - SBDD), o
qual envolve o docking molecular de cada ligante dentro de um sitio ativo conhecido da
estrutura da proteina alvo (FERREIRA et al., 2015; LEELANANDA; LINDERT, 2016).
Visto que ja existiam estruturas da proteina alvo p384 resolvidas e depositadas no Banco de
Dados de Proteinas (Protein Data Bank — PDB, disponivel em http://www.pdb.org)
(BERMAN et al., 2000; BERNSTEIN et al., 1977), foram selecionadas desse banco de dados
duas estruturas de p385, uma na forma ativa da enzima (DFG-in; PDB ID 4EYM) e outra na
forma inativa (DFG-out; PDB ID 4EY]J). Cada uma dessas estruturas havia sido resolvida na

presenca de um ligante e depositada no banco de dados PDB.

Apobs a escolha das estruturas de p38d, foi realizado o redocking, processo no qual
retira-se o ligante associado a proteina resolvida experimentalmente e tenta-se reproduzir a
mesma pose de menor energia com o ligante associado. Esse processo € necessario para
validar o protocolo (parametros) que seré utilizado nos experimentos de docking molecular. O
resultado do redocking séo valores de RMSD e energia, sendo que para validarmos um
protocolo é necessario que a conformacgdo de menor valor de RMSD seja a de menor energia
também. Portanto, os compostos que estavam associados as estruturas de p385 foram
retirados para verificar se com os parametros escolhidos o programa de docking molecular
conseguiria encontrar a mesma posicao inicial. Para cada uma das estruturas de p385 0
redocking apresentou RMSD menor que 2A, ou seja, o protocolo empregado no programa de
docking molecular foi capaz de encontrar a mesma posic¢ao do ligante observado na estrutura

experimental. Assim, o protocolo do docking para o screening das moléeculas foi validado.
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As pequenas moléculas (ligantes) foram selecionadas a partir de uma revisdo na
literatura. Na busca, o foco foram moléculas j& conhecidas como inibidores de outras
proteinas quinases, moléculas com potencial para serem utilizadas no reposicionamento de
farmacos e moléculas ja disponiveis no laboratério de pesquisa. No final, 14 pequenas
moléculas candidatas foram selecionadas, as quais estdo descritas na Figura 11. As estruturas
das moléculas que foram utilizadas no docking molecular foram retiradas do banco de dados
PubChem (KIM et al., 2019).

Inibidores tipo I (DFG-in) Inibidores tipo II (DFG-out) Inibidores p38d
Skepinona-L - p38a Sorafenibe - p38a ADS80
(KOEBERLE et al.,2012) (KACAN etal., 2014; YU et al.,2019) (YU etal., 2019)
SB203580 LIRS k13-in-1
- p38a/B p38a/B (| concentragdo) mapkl13-in-
(WANG et al., 1998; p38y/d (fconcentragio) (ALEVY etal., 2012;

KONDOH et al., 2016) YURTSEVER et al., 2016)

(KUMA et al., 2005)

Compostos disponiveis

Doxorrubicina = - Ruxolitinibe
laboratorio de pesquisa
Baricitinibe Acido Clorogénico fm381
Tofacitinibe Acido Cumérico Hipericina

Figura 11. Ligantes selecionados para o screening virtual. Fonte: da autora, 2020.

Apos a selecdo das estruturas de p38d, da validacdo do protocolo e selecdo das
pequenas moléculas do banco de dados, foi realizado o screening virtual, por meio da
abordagem de docking molecular, de cada uma dessas pequenas moléculas selecionadas com
as duas estruturas de p385 (DFG-in e DFG-out), a fim de determinar a posi¢do destes nos
sitios ativos da p386, assim como estimar as suas energias de interacdo. O docking foi
realizado com o software AutoDock 4.2 (MORRIS et al., 2009). O algoritmo de busca usado
foi o Algoritmo Genético Lamarkiano (MORRIS et al., 1998) e a fun¢do de pontuagdo que o

software utiliza & o campo de forca AMBER.

Cada complexo proteina-ligante formado foi classificado pela sua energia de ligagéo,
sendo que o complexo com menor energia de ligagdo indicou o ligante com maior afinidade
pela p383. O programa PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, Schrédinger, LCC) foi

utilizado para manipulagéo das estruturas, visualizagdo e analises de resultados, assim como
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para geracdo de imagens. O PDBsum (LASKOWSKI et al., 1997, 2018) foi utilizado para
analisar as interacOes entre os ligantes e p385. O resumo dessa primeira etapa do screening

virtual, assim como das demais etapas deste estudo, esta demonstrado na Figura 12.

( )
1. Screening virtual ‘ 2. Ensaios in vitro ‘
Selecgdo estruturas p38d ‘ ‘ Células MCF-7 e RAW 264.7 ’

T T
7 N
p385 p385 Viabilidade | Proliferagao
DFG-in DFG-out celular celular

i / X J' /T

MTT Clonogénico

Redocking

v

Protocolo validado

3. Analises estatisticas

v v

Selecdo pequenas moléculas ‘ GraphPad Prism
v v
[/ Docking molecular ‘ ANOVA Teste t
\ ! 4’ ~
‘/ Molécula candidata a ‘ Dunnet Tukey
inibidor de p383
\ J

Figura 12. Esquema resumo da metodologia utilizada. Fonte: da autora, 2020.

3.2  Compostos e Reagentes

O meio de cultivo DMEM com baixos niveis de glicose (do inglés Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium low glucose), o dimetilsulfoxido (DMSO) e o reagente MTT foram
adquiridos da Sigma — Aldrich (Taufkirchen, Alemanha). O soro bovino fetal (SBF) e a
solucéo de tripsina-EDTA foram adquiridos do Cultilab (S&o Paulo, Brasil). A Hipericina foi
comprada da Cayman e o PIT97 foi doado pelo Prof. Dr. Pierre Koch, do Laboratério de
Quimica Medicinal da Universidade de Regensburg, na Alemanha. Ambos 0s compostos,

Hipericina e PIT97, foram pesados e diluidos em DMSO a fim de se obter uma solugédo
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estoque a 10 mM, as quais foram armazenadas no -80°C. Todas concentragdes dos compostos

utilizadas nos ensaios in vitro partiram dessas solucgdes estoques.

3.3  Linhagem celular e cultura de células

Os ensaios in vitro foram realizados com a linhagem de adenocarcinoma de mama
humano MCF-7 e a linhagem de macr6fagos murino RAW 264.7. A linhagem MCF-7,
estabelecida a partir de um derrame pleural de uma paciente com cancer de mama metastético,
apresenta diversas caracteristicas do epitélio mamario diferenciado, sendo uma linhagem que
expressa 0s receptores de estrogénio (ER+) e progesterona (PR+) (SOULE et al., 1973). A
linhagem MCF-7 foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro e a linhagem RAW
264.7 doada pelo Prof. Dr. Jarbas de Oliveira da PUCRS. Ambas as linhagens foram
cultivadas em meio DMEM com baixos niveis de glicose (do inglés Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium low glucose), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) estéril e
1% de solucdo de penicilina/estreptomicina. Para o repique celular, as células MCF-7 foram
dissociadas da placa com tripsina -EDTA, repicadas em uma proporcao de 1:3 e cultivadas em
placas com area de crescimento de 25 cm?. As células RAW 264.7 foram dissociadas da placa
por meio da raspagem, utilizando um scrapper. As células foram mantidas em atmosfera de

5% de COz2, 90 % de umidade e & temperatura constante de 37°C.

34 Andlise de viabilidade celular — Ensaio MTT

Os efeitos citotoxicos das moléculas Hipericina e PIT97 na viabilidade de células
MCF-7 e RAW 264.7 foram determinados através do ensaio colorimétrico MTT, o qual se
baseia na conversdo dos sais de tetrazdlio (MTT) no produto formazana por mitocéndrias
ativas (MOSMANN, 1983). Para o ensaio de MTT com a Hipericina, 5x10° células MCF-7
por poco foram plagueadas em 200 pL de meio apropriado contendo 10% de SBF, em placas
de 96-pogos. ApOs 24 horas, foram adicionados os tratamentos com Hipericina nas
concentragfes de 10 uM, 5 UM e 2,5 uM por um periodo de 24 e 48 horas. Além disso, foram
realizados tratamentos com Hipericina a 10 uM associada as concentracGes de 5 mM, 1,25
mM e 0,625 mM do antioxidante N-Acetilcisteina, seguido de incubacao por 72 horas. Para o
ensaio de MTT com o composto PIT97, 5x10° células MCF-7 e RAW 264.7 por pogo foram
plaqueadas em 200 pL de meio apropriado contendo 10% de SBF, em placas de 96-pocos.
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Apo0s 24 horas, ambas as linhagens receberam os tratamentos com PIT97 a 10 uM, 1 uM, 0,1
pUM e 0,01 uM e foram incubadas por 48 e 72 horas.

Ap0s os periodos dos tratamentos com as diferentes concentracdes de Hipericina e
PIT97, os sobrenadantes foram substituidos por 200 pL do corante MTT (5 mg/mL), diluido
em meio de cultura DMEM low glucose (10% de MTT). Apos, as células foram incubadas
por 3 horas na estufa a 37° C. Posteriormente, 0 meio foi retirado e 200 uL de DMSO foi
adicionado em cada pogo para solubilizacdo dos cristais de formazana. As absorbancias das
amostras foram mensuradas por espectrometria em leitor de microplacas (SpectraMaxi3®) no
comprimento de onda de 570 nm. Como controle positivo de morte celular em todos ensaios
foi utilizado Perdxido de Hidrogénio a 0,5 mM. Os ensaios de MTT foram realizados em
triplicadas independentes. Para os calculos de viabilidade, a absorbancia do grupo controle foi
considerada como 100% de viabilidade e os outros grupos tiveram sua viabilidade calculada
de forma proporcional.

3.5  Analise de proliferacdo celular — Ensaio Clonogénico

O ensaio clonogénico foi realizado a fim de avaliar o efeito citotoxico das moléculas
Hipericina e PIT97 a longo prazo em células MCF-7. Esse ensaio permite avaliar a
capacidade das células formarem col6nias em placas de cultivo, a partir da deteccdo das
células que mantém a capacidade de gerar um numero consideravel de células filhas ap6s
tratamento com um composto (FRANKEN et al., 2006). Para esse ensaio, 2000 células MCF-
7 por poco foram plagueadas em placas de 6 pocos e posteriormente incubadas por 24 horas
para adesao celular. Apés esse periodo, foi realizado os tratamentos com Hipericina a 20 UM,
10 yM e 5 uM e com o PIT97 a 0,1 uM e 0,05 pM. Apo6s 72 horas, os tratamentos foram
retirados, as células foram lavadas com solucédo fisiologica e o0 meio DMEM low glucose
suplementado com 10% de soro bovino fetal foi adicionado. As células entdo permaneceram
incubas por 10 dias na estufa, sem troca de meio durante esse periodo. Apds os 10 dias, 0
meio de cultura foi retirado e os pocgos lavados com solucdo fisiologica fria. As colonias
foram fixadas adicionando-se a cada po¢o 2 mL de solucdo contendo 0,2% de cristal violeta,
2% de etanol e agua MilliQ e as placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C. Apds, a
solucdo fixadora foi removida e os pocos lavados cuidadosamente com agua. As colbnias
foram contadas visualmente no software ImageJ (SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI,
2012). Os ensaios de clonogénico foram realizados em triplicatas independentes.



42

3.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados por meio do teste estatistico de Analise de
Variancia (ANOVA) com 1 critério, seguido do teste de comparacdo de Dunnet, quando 0s
dados dos tratamentos foram comparados somente com o controle, ou seguido pelo teste de
Tukey, quando foi necessario fazer também a comparacgdo de resultados entre os tratamentos.
Para comparacdo de duas medias foi utilizado o teste t de Student. As andlises estatisticas

foram todas realizadas no software GraphPad Prism v.5, com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1  Composto com potencial acéo inibitoria da p386

Para identificar potenciais inibidores de p38d, um screening virtual foi realizado com
pequenas moléculas escolhidas a partir de uma revisdo na literatura. O modo de ligacdo dos
14 compostos selecionados foi avaliado nas conformacdes ativa (DFG-in) e inativa (DFG-out)
da p386, utilizando o sitio de ligagao do ATP como alvo. Os resultados da estimativa da
energia de ligagdo de cada complexo estdo listados na Tabela 1 e 2.

A molécula que apresentou a menor energia de ligacdo e, consequentemente, maior
afinidade pela p38d inativa foi o Sorafenibe (-10,56 kcal/mol) (TABELA 1). Os trés
compostos (Sorafenibe, Mapk-13-in-1 e BIRB796) que apresentaram maior afinidade pela
p386 DFG-out j& foram descritos como compostos que se ligam no modo DFG-out em p38,
corroborando com os resultados encontrados para p386 (ALEVY et al., 2012; KACAN et al.,
2014; KUMA et al., 2005; YU et al., 2019; YURTSEVER et al., 2016). Entretanto, sabe-se
que o Sorafenibe é também um inibidor de p38a e, assim, ndo seria especifico para a isoforma
p383 (KACAN et al., 2014; YU et al., 2019).
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Tabela 1 — Estimativa da energia de ligacdo de cada ligante associado a proteina p385
DFG-out.

Proteina Ligante Energia (kcal/mol)

Sorafenibe -10,56
Mapk13-in-1 -10,54
BIRB796 -10,47
FM381 -9,88
SB203580 -9,06
Baricitinibe -8,04
Ruxolitinibe -7,88

p385 DFG-out ADEO 787
Tofacitinibe -7,64
Skepinona-L -7,13

Acido Cumérico  -7,06

Acido o 632
Clorogénico

Doxorrubicina -4,37
Hipericina 2,08

Fonte: da autora, 2020.

Ja na forma ativa da p38d (conformag¢dao DFG-in), a molécula que apresentou a maior
afinidade pela enzima foi a Hipericina (-9,93 kcal/mol) (TABELA 2). A Hipericina se associa
no sitio de ligacdo do ATP e, além das interacdes hidrofobicas, faz uma ligagdo de hidrogénio
com o residuo de glicina (Gly170) (FIGURA 13 e 14). Essa mesma molécula também foi a
que apresentou a mais baixa afinidade pela p386 DFG-out (2,08 kcal/mol) (TABELA 1),

indicando que tem maior afinidade somente pela forma ativa de p389.
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Tabela 2 - Estimativa da energia de ligacdo de cada ligante associado a proteina p386
DFG-in.

Proteina Ligante Energia (kcal/mol)
Hipericina -9,93
Sorafenibe -9,73
FM381 -9,42
BIRB796 -8,81
Mapk13-in-1 -8,72
ADS80 -8,70
SB203580 -8,64
p386 DFG-in
Skepinona-L -8,42
Doxorrubicina -8,20
Baricitinibe -7,61
Ruxolitinibe -7,33
Tofacitinibe -7,06
Acido Clorogénico -6,21
Acido Cumérico -6,19

Fonte: da autora, 2020.
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Figura 13. Resultado do docking molecular da molécula Hipericina com a p384 na conformagdo DFG-in. A.
Estrutura de superficie da Hipericina associada na p38d. B. Estrutura da Hipericina associada na p385; O
residuo que faz uma ligacédo de hidrogénio esta mostrado na figura. A ligagdo de hidrogénio esta representada
por uma linha pontilhada amarela e sua correspondente distancia em preto. Fonte: da autora, 2020.
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Figura 14. Representacdo 2D das interagBes entre a molécula Hipericina e p388 (DFG-in). A ligacdo de
hidrogénio esta representada por uma linha verde entre dois atomos e residuos envolvidos em interacdes
hidrofébicas estdo representados por um arco vermelho com pequenas linhas apontando em direcdo ao
ligante. Representagdo feita com o PDBsum online. Fonte: da autora, 2020.

O resultado do screening virtual, que indica a Hipericina como um potencial inibidor
de p389, esta de acordo com os resultados encontrados pelo nosso grupo de pesquisa no
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA), realizado para avaliar a capacidade da
Hipericina inibir a atividade enzimética in vitro de p383. Nesse ensaio foi utilizado o fator de
ativacdo de transcricdo 2 (ATF-2) como substrato para p385 e um anticorpo especifico para
captar o substrato fosforilado, sendo que quanto menor a quantidade de ATF-2 fosforilado,
maior a inibi¢do da atividade de p385. Os resultados obtidos mostraram que a Hipericina na
concentracdo de 1 uM inibe aproximadamente 60,66% da atividade de p386, enquanto que na
concentracao de 10 uM inibe aproximadamente 95,96% da atividade de p38d (dados nao
publicados) (FIGURA 15). Assim, de acordo com esses resultados e os dados presentes na
literatura, indicando que a Hipericina poderia ser um potencial inibidor de p386 (BLANK et
al., 2001, 2004; WADA et al., 2017), essa molecula foi escolhida para ser testada in vitro nas

células de cancer de mama.
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Figura 15. Inibicdo da atividade enzimética de p383 pela Hipericina e por trés inibidores conhecidos de outras
proteinas quinases. O BIRB796 é conhecido por inibir as quatro isoformas de p38, enquanto o AS601245 e
SP600125 sdo inibidores conhecidos de JNK. Os valores das médias + SEM de quatro experimentos
independentes sdo mostrados. Fonte: da autora, 2020.

4.2  Efeitos da Hipericina na viabilidade e proliferacdo da linhagem de

adenocarinoma de mama humano MCF-7

Para avaliar os efeitos da Hipericina na viabilidade e proliferacdo celular, a linhagem
celular de adenocarcinoma de mama humano MCF-7 foi tratada com diferentes concentragoes
da molécula. Um estudo demonstrou que células MCF-7 com perda de expressdo de p386 pela
tecnologia de pequenos RNA de interferéncia (SiRNA) apresentaram diminuicdo da
proliferacdo celular comparado com células controle (WADA et al., 2017). Essa mesma
linhagem de células MCF-7 quando tratadas com 0,5 pg/mL de Hipericina, por 48 horas,
apresentaram perda de aproximadamente 50% da viabilidade celular (MIRMALEK et al.,
2016). Dessa maneira, para verificar se existia alguma relacdo entre 0 mecanismo de acdo da
Hipericina e a inibicdo de p38d, essa mesma linhagem celular de cancer de mama foi

escolhida para os testes de citotoxicidade in vitro.

A viabilidade de células MCF-7 tratadas com Hipericina por 24 e 48 horas foi avaliada
pelo ensaio de MTT. Os resultados obtidos mostraram que nenhuma das concentracfes de
Hipericina (10 pM; 5 pM e 2,5 puM) diminuiu significativamente a viabilidade celular

comparado com ceélulas controle apds ambos periodos de tratamentos (FIGURA 16).
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Figura 16. Avaliacdo do potencial citotoxico da Hipericina em células MCF-7. A. Tratamentos por 24h B.
Tratamentos por 48h. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os valores das médias + DP de trés
experimentos independentes sdo mostrados. ***p<0,001 **p<0,01 comparado com controle. Veiculo (DMSO);
Controle Positivo (Peroxido de hidrogénio); Hip (Hipericina). Fonte: da autora, 2020.

Foi relatado que a atividade antitumoral da Hipericina no escuro (quando ndo
fotoativada) pode estar relacionada primeiramente com efeitos citostaticos, ou seja, essa
molécula atuaria no ciclo celular, inibindo a sintese do DNA (BLANK et al., 2001, 2003).
Portanto, os efeitos da Hipericina na proliferacdo celular foram avaliados pelo ensaio
clonogénico, pois esse ensaio permite verificar a longo prazo a capacidade das células de
formarem coldnias filhas apds um tratamento que induz morte associada a divisdo celular
(FRANKEN et al., 2006). Em um primeiro ensaio, foi possivel observar perda significativa
do namero de coldnias filhas apds o tratamento com Hipericina a 10 uM (t=5,047; p<0,05).
(FIGURA 17). Entretanto, em um segundo ensaio clonogénico, no qual foram utilizadas
diferentes concentracdes de Hipericina, a perda de proliferacdo celular ndo foi observada,

mesmo em uma concentracdo maior da molécula (FIGURA 18).
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Figura 17. Avaliacdo da proliferacédo celular das células MCF-7 tratadas com Hipericina por 72 horas. A.
Imagens das células ao final do ensaio clonogénico. B. Numero de col6nias filhas contadas apds 10 dias. O
tratamento com Hipericina a 10 uM reduziu aproximadamente 32% o nimero de col6nias formadas ap6s 10
dias (t=5,047; p<0,05). Os valores das médias + DP de dois experimentos independentes sdo mostrados.
Veiculo (DMSO); Hip (Hipericina). Fonte: da autora, 2020.
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Figura 18. Avaliacdo da proliferagdo celular das células MCF-7 tratadas com Hipericina por 72 horas. A.
Imagens das células ao final do ensaio clonogénico. B. Nimero relativo de col6nias filhas contadas apds 10
dias em relacdo ao numero de coldnias do controle. Os valores das médias + DP de trés experimentos
independentes sdo mostrados. ***p<0,001 comparado com controle. Veiculo (DMSQ); Controle Positivo
(Perdxido de Hidrogénio); Hip (Hipericina). Fonte: da autora, 2020.



4.3
Acetilcisteina (NAC) e Hipericina

Para avaliar se a Hipericina estaria perdendo sua atividade in vitro devido a oxidacéo
da molécula, as celulas MCF-7 foram tratadas com diferentes concentracdes do antioxidante
N-acetilcisteina (NAC), com Hipericina a 10 uM sozinha e em associacdo com diferentes
concentragfes do antioxidante NAC por 72 horas. Para fazer as associacoes, as células foram
incubadas por 1 hora com o antioxidante NAC e ap0s esse periodo foi adicionado a dose de
10 puM de Hipericina. Esperava-se que se a molécula de Hipericina estivesse sofrendo
oxidacdo, o antioxidante estabilizaria a molécula, aumentando sua atividade. Porém, ndo

foram encontradas diferencas significativas de citotoxicidade entre o tratamento somente com

Hipericina ou em associagdo com o antioxidante (FIGURA 19).
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Figura 19. Avaliacdo do potencial citotoxico da Hipericina em associagdo com o antioxidante N-
Acetilcisteina em 72 horas de tratamento. Diferentes concentragdes do NAC também foram testadas para
verificar sua toxicidade. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os valores das médias + DP
de dois experimentos independentes sdo mostrados. As médias de viabilidade foram comparadas com o teste
estatistico ANOVA, seguido do teste de comparagdo de Tukey. **p<0,01 comparado com controle. Veiculo
(DMSO); Controle Positivo (Peroxido de hidrogénio); Hip (Hipericina), NAC (N-Acetilcisteina). Fonte: da

autora, 2020.

4.4

para o tratamento seletivo do cancer de mama

Embora diversos estudos relatem que a Hipericina possui atividades antitumorais,
inclusive nas células de cancer de mama (BLANK et al., 2001, 2003; MARTINEZ-

Composto com atividade antitumoral na linhagem MCF-7 e seu potencial de uso
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POVEDA,; QUESADA; MEDINA, 2005; MIRMALEK et al., 2016), neste estudo ndo foi
possivel identificar nenhum efeito citotoxico dessa molécula na linhagem MCF-7. Desta
forma, com o intuito de identificar uma pequena molécula para o tratamento seletivo do
cancer de mama, foi selecionado o composto PIT97 (5- (2- (Ciclopropanocarboxamido)
piridin4d-il) -4-ciclopropil-1H-imidazol-2-carboxamida). (FIGURA 20). Este composto foi
recentemente identificado como um inibidor da proteina quinase glicose sintase 33 (GSK3[3)
em células neuronais da linhagem SH-SY5Y (HEIDER et al., 2019). Alem disso, para a
inibicdo de GSK3pB o PIT97 possui ICso de 3nM, enquanto que para inibi¢do de p38a MAPK
ele possui 1Csp maior que 10 uM (HEIDER et al., 2019). Nosso grupo de pesquisa, em
parceria com o Laboratério de Quimica Medicinal da Universidade de Regensburg, na
Alemanha, identificou também que esse composto tem potencial para ser utilizado no
tratamento do cancer de mama, visto que em baixas concentracdes reduz a viabilidade de
celulas da linhagem MCF-7 (HEIDER et al., 2019).
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Figura 20. Estrutura quimica da molécula PIT97. Fonte: adaptado de HEIDER et al., 2019.

Os resultados encontrados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que células
MCF-7 ao serem tratadas com diferentes concentracfes do PIT97 reduzem a viabilidade apos
48 horas comparado com células controle (FIGURA 21A) (HEIDER et al., 2019). Além
disso, nas concentracGes mais baixas (0,1 UM e 0,01 uM) o PIT97 ndo é tdxico para as células
da linhagem de macréfagos murino RAW 264.7 (FIGURA 21B) (HEIDER et al., 2019).
Dessa forma, é viavel de se pensar em um tratamento oncol6gico para o cancer de mama com

0 PIT97, visto que a molécula tem como alvo somente as células tumorais.
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Figura 21. Avaliagdo do potencial citotoxico do PIT97 em 48 horas. A. Células da linhagem MCF-7 tratadas
com diferentes concentragbes de PIT97. Todos as concentracdes da molécula reduziram a viabilidade das
células apds 48h. B. Células da linhagem RAW 264.7 tratadas com diferentes concentragfes do PIT97. A
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os valores das médias = DP de trés experimentos
independentes sdo mostrados. ***p<0,001 **p<0,01 *p<0,05 comparado com controle. Veiculo (DMSO);
Controle Positivo (Peréxido de hidrogénio); PIT (PIT97). Fonte: adaptado de HEIDER et al., 2019.

Os efeitos citotdxicos do PIT97 em 72 horas de tratamento também foram avaliados
pelo ensaio MTT. Novamente o composto em diferentes concentragdes (10 uM; 1 uM e 0,1
M) reduziu significativa a viabilidade das células comparado com células controle, com um
ICso de aproximadamente 0,1 puM (FIGURA 22A). Na linhagem RAW 264.7, as duas
concentra¢fes mais baixas do PIT97 (0,1 uM e 0,01 uM) continuaram ndo sendo téxicas
(FIGURA 22B). Visto que na concentracdo de 0,1 uM o PIT97 inibe aproximadamente 50%
da viabilidade das células MCF-7 e, ao mesmo tempo, ndo € toxico para as células RAW

264.7, essa concentragéo foi escolhida para avaliar o seu efeito a longo prazo.
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Figura 22. Avaliacdo do potencial citotéxico do PIT97 em 72 horas. A. Células da linhagem MCF-7 tratadas
com diferentes concentragfes de PIT97. B. Células da linhagem RAW 264.7 tratadas com diferentes
concentragdes de PIT97. As duas concentragBes mais baixas da molécula testadas ndo sdo tdxicas nessa
linhagem de células. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. Os valores das médias + DP de
trés experimentos independentes sdo mostrados. ***p<0,001 comparado com controle. Veiculo (DMSO);
Controle Positivo (Peroxido de hidrogénio); PIT (PIT97). Fonte: da autora, 2020.

Para avaliar os efeitos do PIT97 na proliferacdo celular a longo prazo foi realizado o
ensaio de clonogénico. O tratamento por 72 horas com 0,1 uM do PIT97, seguido de um
periodo de 10 dias sem tratamento, diminuiu para aproximadamente 30% o0 nUmero de
colbnias filhas comparado com o controle (p<0,001) (FIGURA 23). Dessa forma, pode-se
concluir que o PIT97 tem atividade antitumoral tanto a curto prazo, quanto a longo prazo, e,

portanto, é um candidato para uso terapéutico no cancer de mama.
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Figura 23. Avaliacdo da proliferacdo celular das células MCF-7 tratadas com PIT97 por 72 horas. A.
Imagens das células ao final do ensaio clonogénico. B. NUmero relativo de col6nias filhas contadas apés 10
dias em comparagao com o controle. Os valores das médias + DP de trés experimentos independentes sdo
mostrados. ***p<0,001 comparado com controle. Veiculo (DMSQ); Controle Positivo (Peroxido de
Hidrogénio); PIT (PIT97). Fonte: da autora, 2020.
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5 DISCUSSAO

O céancer de mama é a neoplasia mais inscidente entre as mulheres e também a
primeira causa de morte por cancer nas mulheres do mundo todo (BRAY et al., 2018). Os
efeitos colaterais das terapias atualmente empregadas e a falta de tratamentos eficazes para 0s
estagios avancados da doenca, quando existem altas chances de metastases, torna necessaria a
busca por novos farmacos que tenham o mecanismo de acdo direcionado a proteinas

especificas que estdo desreguladas no cancer de mama.

A alta expressdo e ativagdo da proteina p38d no cancer de mama, assim como seu
papel na invasdo e metastase desse tipo de cancer (WADA et al., 2017), despertaram 0
interesse nessa isoforma de p38 MAPK como um possivel alvo de novas moléculas
antitumorais contra o cancer de mama metastatico. Além disso, os padrBes de expressao de
p380 restritos a alguns tecidos oferecem vantagens na busca por um tratamento oncologico
mais seletivo. Visto que até o momento ndo foi descrita nenhuma molécula com potencial de
inibir especificamente a isoforma p383, um screening virtual com 14 pequenas moléculas foi

realizado, a fim de identificar um potencial inibidor dessa enzima.

A Hipericina foi a molécula que in silico apresentou o maior potencial de inibir a p385
na sua forma ativa (TABELA 2). Essa molécula, ao se ligar no sitio de ligacdo do ATP,
impediria a ligagdo deste substrato e, consequentemente, a atividade de p385. Essa inibigéo da
atividade enzimatica de p385 pela Hipericina foi comprovada in vitro pelo ensaio
imunoenzimatico ELISA, visto que, na concentracdo de 10 pM, a Hipericina inibe
aproximadamente 95,96% da atividade de p38d (FIGURA 15). Inibindo a atividade de p38d
no cancer de mama, espera-se inibir também suas respostas bioldgicas que ocasionam
proliferacdo celular, progressdo tumoral e formacdo de metastases (WADA et al., 2017).

Portanto, a Hipericina € um candidato para o tratamento do cancer de mama metastatico.



55

A Hipericina é um composto que pode ser extraido ou quimicamente sintetizado da
planta Hypericum perforatum L., utilizada historicamente para fins medicinais (KUBIN et al.,
2005). Esse composto, por ser um potente fotossensibilizante, passou a ser estudado anos
atras para uso na terapia fotodindmica de alguns tipos de tumores. A Hipericina fotoativada
induz a morte das células tumorais por varios mecanismos, incluindo apoptose, necrose e
morte celular relacionada & autofagia; e demonstrou-se eficaz para tratar o melanoma, um tipo
agressivo de cancer de pele que possui altas chances de formacdo de metastases (DAVIDS et
al., 2008; KLEEMANN et al., 2014). No entanto, a terapia fotodinamica pode apresentar
efeitos colaterais, como queimagéo na pele, sensacdo de ardéncia, desconforto e dor, e 0 grau
do dano celular depende de varios fatores, incluindo permeabilidade celular, localizacédo
subcelular do fotossensibilizante, dose de luz e tipos de espécies reativas de oxigénio (ROS)
geradas (JENDZELOVSKA et al., 2016).

Apesar de muito estudada na sua forma fotoativada, ja foi descrito que a Hipericina
também possui atividade antitumoral no escuro, ou seja, na auséncia de fotoativacdo (BLANK
et al., 2001, 2004; JENDZELOVSKA et al., 2016; MARTINEZ-POVEDA; QUESADA;
MEDINA, 2005; MIRMALEK et al., 2016). Na linhagem MCF-7, a Hipericina no escuro
apresentou maior efeito citotoxico do que a Cisplatina, um farmaco muito utilizado na
qguimioterapia contra diversos tipos de cancer (DASARI; TCHOUNWOU, 2014;
MIRMALEK et al., 2016). Da mesma forma, células de adenocarcinoma de mama murino
altamente metastaticas DA3 tratadas com Hipericina no escuro tiveram perda significativa de
viabilidade celular comparado com as células controle, apresentando um ICso de
aproximadamente 2 UM (BLANK et al., 2001).

Além das atividades antitumorais, a Hipericina no escuro demonstrou ter atividades
antiangiogénese e antimetastase (BLANK et al., 2004; MARTINEZ-POVEDA; QUESADA;
MEDINA, 2005). A angiogénese, formacdo de vasos sanguineos, € descrita como uma das
caracteristicas comuns do cancer, a qual é importante para o crescimento do tumor, invasdo e
formacdo de metastases (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A Hipericina quando testada in
vitro e no escuro, possui a capacidade de inibir etapas importantes da angiogénese, como a
proliferacdo das células endoteliais, formacdo tubular e degradacdo da matriz extracelular por
uroquinases (MARTINEZ-POVEDA; QUESADA; MEDINA, 2005). Em um estudo in vivo
com ratos, também foi demonstrado que a Hipericina no escuro consegue diminuir a formacao
de metastases do cancer de mama (BLANK et al., 2004). Ratos que tiveram 0s tumores

priméarios derivados de células de adenocarcinoma de mama murino altamente metastatica
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DAS excisados cirurgicamente (quando j& existiam micrometéstases) e tratados com 6 doses
de Hipericina com intervalos de 5 dias, apresentaram um aumento significativo da sobrevida a
longo prazo, além de destruicdo de vérias lesbes metastaticas pulmonares (BLANK et al.,
2004).

Embora nenhum desses estudos relacione as atividades antitumorais, antiangiogénicas
e antimetastases da Hipericina no escuro com a inibicdo de p38d, este seria um possivel
mecanismo de acdo dessa molécula no cancer de mama. Foi observado que no modelo de
camundongos de cancer de mama, MMTV-PyMT (PyMT), existe um aumento de p38d no
tumor da mama e nas metéstases do tecido pulmonar, quando comparados com camundongos
controle (WADA et al., 2017). Além disso, o knockout de p383 no mesmo modelo PyMT,
apos 14 semanas, resulta em 90% de diminuicdo do ndmero de lesbBes metastaticas
pulmonares (WADA et al., 2017). Portanto, se a Hipericina in vivo reduz o nimero de
metéstases no pulm&o e o knockout de p385 in vivo também, a atividade antimetastase da
Hipericina no escuro no cancer de mama poderia estar relacionada com sua ligacdo no sitio do

ATP da p385 e, consequentemente, com a inibicdo da atividade enzimatica da proteina.

Para verificar os efeitos citotoxicos da Hipericina no escuro no cancer de mama,
células da linhagem MCF-7 foram tratadas com diferentes concentracdes da molécula por 24
e 48 horas. Porém, em nenhum tratamento foi observado perda de viabilidade significativa
(FIGURA 16). No entanto, um estudo com células DA3 mostrou que é necessario pelo menos
72 horas de tratamento com Hipericina no escuro para que possa ser observado perda de
viabilidade celular, enquanto que a molécula fotoativada possui efeitos citotoxicos em
periodos menores (BLANK et al., 2001). Além disso, foi sugerido que a Hipericina induz a
catéastrofe mitotica, a qual leva ao acimulo de células na fase G2-M, ao aumento do volume
celular e multinucleacgéo, a partir de 48 horas de tratamento, atingindo o pico em 72 horas
(BLANK et al.,, 2003). Portanto, as células tratadas com Hipericina poderiam estar
temporariamente viaveis durante esse periodo e explicaria o fato de ndo ter sido notada perda

de viabilidade ap0s os tratamentos com Hipericina por 24 e 48 horas.

Pensando nos efeitos a longo prazo da Hipericina, as células MCF-7 foram tratadas
com diferentes concentragdes desse composto e 0 numero de coldnias filhas foi avaliado apos
10 dias. Porém, nos ensaios de clonogénico foram encontradas algumas divergéncias. No
primeiro ensaio foi verificado uma reducédo da proliferacdo celular quando as celulas foram
tratadas com 10 uM de Hipericina (FIGURA 17), enquanto que no outro ensaio ndo houve

reducdo significativa do nimero de colénias com nenhuma das doses do composto (FIGURA
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18). Isso levantou a hip6tese de que a molécula de Hipericina poderia estar sendo oxidada e
perdendo sua atividade. Sabe-se que devido a fotossensibilidade da Hipericina, essa molécula
pode sofrer oxidacdo rapidamente, se tornar instavel e perder sua atividade (ZHANG et al.,
2020). Entretanto, ao ser associada com o antioxidante N-Acetilcisteina, a Hipericina nao teve

sua atividade citotoxica aumentada em células MCF-7 (FIGURA 19).

Visto que nesse estudo a Hipericina ndo apresentou os efeitos citotoxicos descritos na
literatura, uma nova pequena molécula, PIT97, foi selecionada para seguir na busca por um
novo tratamento mais seletivo e eficaz para o céncer de mama. O PIT97, em baixas
concentragOes, possui efeitos citotoxicos nas células MCF-7, como foi observado com o
ensaio de MTT (FIGURA 21 e 22) e clonogénico (FIGURA 23). Na concentracdo de 0,1 pM,
0 PIT97 tem potencial ndo so6 de inibir a proliferacdo a curto prazo, mas continua tendo efeito
a longo prazo, impedindo que as coldnias de células tumorais cresgam mesmo 10 dias ap6s o
tratamento (FIGURA 23). Além disso, nessa mesma concentracdao de 0,1 uM, o PIT97 ndo é
toxico para as células de macr6fagos murino RAW 264.7. Esses resultados demonstram que o
PIT97 tem potencial para ser utilizado como tratamento farmacoldgico para o cancer de

mama, Vvisto que teria efeito somente nas células tumorais.

O composto PIT97 foi desenhado com a proposta de inibir a proteina quinase glicose
sintase 3B (GSK3p), tendo em vista um possivel tratamento para o Alzheimer (HEIDER et al.,
2019). Entretanto, o aumento da expressao de GSK3p ja foi relatado em alguns tipos de
cancer, como cancer de mama e ovario, e estaria relacionado com a proliferagdo, imortalidade
e invasdo das células tumorais (GAO et al., 2019). Além disso, pacientes com cancer de
mama com aumento da expressdo de GSK3p ja foram correlacionados com pior prognostico,
como aumento do risco da recorréncia da doenca metastética apds resseccdo e aumento do
risco de morte (QUINTAYO et al., 2012; WALZ et al., 2017). Ja foi demonstrado também
que GSK3p ativa consegue inativar a proteina MEKK4, uma quinase conhecida por fosforilar
e ativar as vias de p38 e INK (ABELL; GRANGER; JOHNSON, 2007). Como consequéncia
dessa inativacdo de MEKK4 por GSK3p, tem-se também reducdo da atividade de JNK e p38
(ABELL; GRANGER; JOHNSON, 2007). De acordo com esse mecanismo, poderia se pensar
também em um tratamento com o composto PIT97 associado a um composto inibidor de p38,

de forma a potencializar o seu efeito.

Embora o PIT97 tenha sido desenhado visando a inibicdo de GSK3p, o mecanismo de
acdo dele em células MCF-7 ainda nédo foi elucidado. Porém, ndo se descarta a hipotese de

que seu mecanismo de acéo esteja relacionado com as rotas de sinalizacdo p38 MAPK. Sabe-
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se por um ensaio biogquimico in vitro que o PIT97 a 0,5 UM inibe aproximadamente 36% da
atividade de p380 e, nessa mesma concentragdo, nio inibe a atividade de p38a (HEIDER et
al., 2019). Visto que ja foi determinado que o0 ICso desse composto para inibir GSK3p ¢ 3 nM
(HEIDER et al., 2019), enquanto que na MCF-7 o ICsp € 0,1 pM, 0 mecanismo de agédo do
PIT97 nessa linhagem pode envolver outras proteinas quinases. Portanto, a atividade
antitumoral do PIT97 no cancer de mama pode estar relacionada com a inibi¢do de p385 ou
outras isoformas de p38. Atuando como um inibidor de uma via de sinalizacdo a qual esta
desregulada no cancer de mama, o PIT97 pode ser um candidato a farmaco mais seletivo para
o tratamento dessa doencga. No entanto, mais estudos com o PIT97 sdo necessarios para que se

possa elucidar o mecanismo de acdo dele no cancer de mama.
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6 CONCLUSAO

A p380 recentemente emergiu como um alvo de drogas para o tratamento de alguns
tipos de cancer devido ao seu envolvimento na regulacdo de diversos processos celulares.
Embora apresente papéis antagonistas nas células tumorais, no cancer de mama a p38d foi
descrita como uma proteina com papel-chave no crescimento do tumor primario e na
formacdo de metastases. Tendo em vista esses papeéis, a p386 foi proposta como um alvo em
potencial para ser explorado no tratamento do cancer de mama metastatico. Na busca in silico
por pequenas moléculas inibidoras especificas de p38d, esse estudo prop6s a Hipericina como

uma molécula com potencial de inibir a atividade da enzima p380.

Apesar de todas evidéncias das atividades antitumorais da Hipericina in vitro e in vivo,
nesse estudo essa molécula ndo apresentou os efeitos citotoxicos esperados nas células da
linhagem de cancer de mama humano MCF-7. Porém, ndo se descarta a hipdtese de que ela
seja um possivel inibidor de p38d, ja que os resultados in silico e os resultados do ensaio
imunoenzimatico in vitro apontam para isso. Existem outras linhagens de cancer de mama as
quais poderiam ser testadas quanto a expressdo da proteina p38d e atividade da molécula
Hipericina, a fim de confirmar essa hipdtese. Além disso, visto que outros canceres, entre eles
0 de cabeca e pescoco, de pele, colon e figado, e inclusive outras doencas como Diabetes,
Alzheimer e doencas inflamatorias, tém relacdo com a atividade de p38d, a Hipericina pode
ser também estudada como tratamento farmacologico de outras doengas com alta expressao e

ativacao de p389.

Como alternativa terapéutica mais seletiva para o cancer de mama, foi proposto o
composto PIT97, o qual apresenta atividade antitumoral nas células do cancer de mama e
consegue inibir a proliferacdo de células tumorais a longo prazo. As perspectivas desse estudo
sdo elucidar o mecanismo de acdo do PIT97 nas células da linhagem de cancer de mama,

avaliar a relacdo do seu mecanismo de acdo com a inibi¢do de p385 e se essa molécula possui
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atividade antimetastase, cujos resultados poderéo indicar de forma mais detalhada se o PIT97
tem potencial para ser utilizado como farmaco no tratamento do cancer de mama, bem como
do cancer de mama metastatico. Visto que os tratamentos hoje existentes para o cancer de
mama possuem efeitos colaterais e em estagios avangados da doenca séo oferecidos mais com
a intengdo paliativa, é de extrema importancia o investimento em pesquisas que visem a
caracterizagdo de novos farmacos mais seletivos para serem utilizados no tratamento do

cancer de mama.
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