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Resumo

Para o Brasil, estimam-se 73.610 casos novos de cancer de mama, em cada ano do triénio 2023-2025.
As naftoquinonas ja possuem atividade antitumoral descrita para essa neoplasia maligna. Propdem-se
polifendis naftoquindnicos inéditos como moléculas promissoras racionalmente desenhadas como
possiveis estratégias terapéuticas para atuarem na via de PI3K, que é uma via ativada em muitos
canceres, inclusive no de mama. Para tanto utilizou-se o Kit ADP-GLO Lipid Kinase Systems. Os
resultados apontaram que dos 6 polifendis testados, dois apresentaram maior capacidade de inibicdo
da subunidade p110a/p85a da classe IA da via PI3K em comparagdo com o wortmannin, inibidor
classico da enzima.

Palavras-chave MDA-MB 231. Cancer de mama. Polifendis natoquinonicos.
Area do Conhecimento: Bioquimica — Enzimologia.

Introducéo

O cancer de mama representa o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo, com excecao
dos tumores de pele, sendo 0 que mais acomete as mulheres, configurando, dessa maneira, um grande
desafio a sadde mundial (INCA, 2021). No Brasil a distribuicdo geografica para o CAM se mostra
principalmente nas Regifes Sul e Sudeste, representando 70% da incidéncia de novos casos (INCA,
2023). A area da cancerologia tem urgéncia por abordagens diagnésticas, progndsticas e terapéuticas
inovadoras capazes de promover melhoria da qualidade de vida das portadoras de cancer de mama.

A enzima PI3K desencadeia uma cascata de reac¢des de natureza quimica dentro das células, com
finalidade de transmitir sinais para realizacdo de determinadas funcdes celulares, as quais pode-se
citar o crescimento celular, proliferacdo celular e resisténcia em tumores de mama (PAPLOMATA,;
O’'REGAN, 2014), logo, compostos que inibem a agdo dessa enzima seriam favoraveis para a terapia
do cancer de mama.

As naftoquinonas ja possuem atividade antitumoral descrita para essa neoplasia maligna (CHEN et
al., 2004; AFRASIABI et al., 2004; ROY, 2021), dessa forma, propdem-se os polifendis naftoquindnicos
inéditos como moléculas promissoras racionalmente desenhadas como possiveis estratégias
terapéuticas para atuarem na subunidade da enzima PI3K.

O contexto de previsibilidade que trazem os estudos da bioquimica das atividades enziméticas, e
dos recentes avangcos da quimica computacional, auxiliam na busca de agentes antineoplasicos
baseados em planejamentos racionais (MONTANARI; BOLZANI, 2001), resultando na obtencdo de
substancias com maior seletividade e eficiéncia antineoplasica. Assim, o presente projeto visa a
realizacdo de ensaios que busquem avaliar a acdo dos polifendis em 3 subunidades da enzima PI3K,
pertencentes a classe IA.

A tecnologia selecionada para o presente estudo foi o kit ADP-GLo Lipid Kinase Systems, por
apresentar excelente sensibilidade em uma ampla faixa de concentra¢des de ATP (LI et al., 2019).
Esse ensaio mede a producdo de ADP a partir de uma reacdo de quinase por enzimas acopladas, que
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primeiro convertem ADP em ATP e posteriormente quantificam o ATP utilizando luciferase na presenga
de luciferina. O referido kit possui principio elucidado na Figura 1. Esse principio pode ser subdividido

em duas etapas: Etapa 1- Reagdo da quinase: Reagédo da enzima PI3K com seu substrato e gasto de
ATP, gerando os produtos PI3P, ADP e ATP remanescente. Etapa 2 -~ Ensaio do ADP-Glo: Nessa
etapa ocorre a deplecao do ATP remanescente da etapa 1 por meio da adicao de ADP-GLo, tornando
inviabilizada a utilizagdo desse ATP na Etapa 2. A seguir, com o ADP formado na etapa 1, é feita uma
conversao dele para ATP, de modo que seja possivel medir essa quantidade de ATP, por meio da luz
emitida na reagdo que ocorre na presenga da luciferase (Figura 2), com gasto de ATP, de modo que,
esse ADP formado na etapa 1 convertido a ATP na etapa 2 gerara sinal luminescente proporcional a

concentragcao de ADP produzida, que estara correlacionada com a atividade da quinase.

Figura 1 — Principio do kit ADP-GLO Lipide Kinase Assay.
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Metodologia

Para a realizacdo dos experimentos que verificam a interacdo dos polifendis com as subunidades
da enzima PI3K, foi utilizado o Kit ADP-GLO Lipid Kinase Systems (Promega). Foram seguidas as
instruc8es do fabricante do kit e para processamento das andlises foi feita uma parceria com a UNESP
de Bauru-SP para utilizacdo do lumindmetro Synergy 2 Multimode, BioTek, USA, o Software utilizado
para a obtencéo dos dados foi o Genb.

Foi feita a avaliagao da atividade dos 6 polifenois naftoquindnicos (PM-PIR-PANI, PM-PIR-NAF, PM-
PIR- SAL, PM-PIR-PNB, PM-MORF-NAF, PM-MORF-SAL) em 3 subunidades da enzima PI3K, da
Classe IA, a saber: p110a/p85a, p1108/p85a, p110B/p85a. Os referidos polifendis foram desenhados
e sintetizados no Laboratério de Sintese Organica & Medicinal da UFES (CCE-UFES).

A reacdo foi feita em microplacas de 384 pocos para otimizar o gasto dos reagentes do Kit, de modo
que, em cada po¢o houve um volume final de reac&o equivalente a 20uL, provenientes da adicdo de:

e 2ul de enzima diluida 1:30;

e Adicdo de 1uL inibidor classico (controle), wortmannin (Sigma Aldrich), ou adicdo de 1uL dos
polifenéis em 4 diluigbes diferentes (1,52x10-5mM, 0,000244mM, 0,0036mM, 0,0625mM e
1mM), seguido de 15 minutos de agitacao;

Adicao de 2uL de Mix Substrato (PIP2 3Pi), seguido de agitacédo por lhora;
Adicdo de 5uL de reagente ADP-GLO, seguido de agitac&o por 40 minutos;
Adicao de 10uL de reagente de deteccao, seguido de agitacdo por 40 minutos;

e Leitura no equipamento.

As leituras foram obtidas na forma de RLU (Relative Light Units), e as mesmas utilizaram os dados
sem inibidor como 100% e os demais foram calculados proporcionalmente ao valor obtido sem o
inibidor, para normalizagdo dos resultados. As anélises foram feitas como regresséo nao linear do tipo
log do inibidor versus resposta normalizada, gerando um valor de IC50, que corresponde a
concentracdo de inibidor necesséria para reduzir a atividade enzimética em 50%, de modo que nas
definidas concentracdes de cada polifenol em cada subunidade da enzima seja possivel inibir a
atividade da enzima PI3K, tendo em vista que, quanto menor o IC50, mais potente 0 composto sera em
agir na atividade enzimatica. Para construcéo de gréficos e calculos de IC50 foi utilizado o software
graph Pad Prisma verséao 8.

Resultados

Tabela 1- IC50 dos polifendis naftoquinénicos e do wortmannin para trés subunidades da enzima PI3K. Valor
obtido através de regresséo néo linear log do inibidor versus resposta.

CLASSE IA
Compostos IC50 (umol/L)
p110a/p85a p11058/p85a p110B3/p85a
PM-PIR-PANI 0,0124+0,0001* 80,31+0,0002* 56590+0,0435#
PM-PIR-PNB 157,940,0002* 36,87+0,0001* 153,60+0,0004*
PM-PIR-NAF 4195040,0124# 1911+0,0153* 253,60+0,0003*
PM-MORF-SAL 249,2+0,0012* ERRO 328,30+0,0003*
PM-MORF-NAF 1478+0,0016* 8,3200+0,0001* 687,10+0,0139*
PM-PIR-SAL 1,383+0,0001* 237,100+0,0006* 27460+0,0156%
WORTMANNIN 130,2+0,0006* ERRO 55,40+0,0003*

Fonte: o autor 2023.

Simbolos diferentes diferem-se entre si no teste ANOVA seguido do Teste de Tukey (p < 0,05).0s
dados da Tabela 1 apontam os resultados de IC50 obtidos para os polifenéis naftoquinbénicos. A
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resposta luminescente é diretamente proporcional a atividade de PI3K, que culmina na producéo de
ADP. E se a atividade da PI3K, mesmo na presencga dos polifenois naftoquindnicos, acontece com
mesma eficiéncia, mostra que eles séo ineficazes em inibir a atividade da enzima. Considerando os
dados obtidos, levando-se em conta o IC50 do inibidor classico (wortmannin), foi possivel observar que
PM-PIR-PANI e PM-PIR-SAL apresentaram uma maior capacidade de inibicdo da subunidade
p110a/p85a da classe IA da enzima PI3K em comparagao com o wortmannin, bem como o PM-PIR-
NAF exibiu o pior resultado dentre todos os outros compostos. Na subunidade p110B/p85a os
compostos PM-PIR-PANI e PM-PIR-SAL apresentaram resultados insatisfatorios, caracterizando
semelhanca entre si apds analise estatistica dos dados. Nesse contexto, propde-se que esses referidos
compostos possuem potencial para suprimir a atividade dessa subunidade e, consequentemente,
modular a via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR associada ao céncer de mama, mostrando-se
promissores como agentes inibidores seletivos da via PI3K. Os resultados destacados, preconizam a
possibilidade de novos farmacos anticancer baseados nos polifendis PM-PIR-PANI e PM-PIR-SAL para
atuarem na subunidade p110a/p85a, que sdo moléculas inéditas racionalmente desenhadas.

Discusséo

Os estudos bioquimicos das atividades enzimaticas permitem uma compreensao mais aprofundada
dos mecanismos moleculares envolvidos nas vias de sinalizacdo associadas ao cancer. No caso
especifico do cancer de mama, entender a fungéo e a regulacdo da enzima PI3K é crucial, uma vez
gue ela desempenha um papel central nessa doenca. Através desses estudos, € possivel identificar
alvos terapéuticos potenciais e avaliar a efichcia de compostos na modulacdo dessas vias de
sinalizacdo (VANHAESEBROECK et al., 2021)

Além disso, os avang¢os da quimica computacional tém revolucionado a descoberta de farmacos ao
permitir uma triagem virtual rapida e eficiente de um grande numero de compostos em busca de
moléculas com potencial atividade terapéutica (FERREIRA, R. S; GLAUCIUS, O; ANDRICOPULO, A.
D., 2011) Através de métodos computacionais, como modelagem molecular, simula¢c6es de dindmica
molecular e técnicas de docking molecular, € possivel prever a atividade e o potencial de interacéo de
compostos com as proteinas alvo, como a enzima PI3K (HENCKEL, J. G.; BILLINGS, E. M., 1995).

A via de sinalizagcao do PI3K/AKT/mTOR é ativada por diferentes tipos de estimulos celulares ou
téxicos e regula fundamentalmente fungfes celulares como transcrigdo, traducado, proliferacdo, e a
sobrevivéncia (OSAKI et al., 2004). Altera¢cbes na ativacdo da via PI3BK/AKT/mTOR estéo associadas
com o desenvolvimento de diversas patologias, como doencas autoimunes e crescimento tumoral
(OSAKI et al., 2004). O desenvolvimento e progressdo do tumor maligno, como ja referido, esta
associado, na grande maioria dos casos, a um desequilibrio entre o excesso de proliferagédo celular e
a falta de resposta apoptética, dois processos intimamente ligados a via do PISK/AKT/mTOR (OSAKI
et al., 2004).

A via de sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR é frequentemente hiperativada em cancer de mama, e esta
associada a resisténcia a terapias convencionais. Portanto, a inibicdo da enzima PI3K tem sido uma
estratégia terapéutica promissora no tratamento desse tipo de cancer. Estudos pré-clinicos e clinicos
tém mostrado que a inibicado seletiva das diferentes subunidades da enzima PI3K, como p110a, p110p3
e p1108, pode reduzir a proliferacdo celular, induzir apoptose e inibir a angiogénese, suprimindo assim
o0 crescimento tumoral (RAZIS, E etal., 2011). Além disso, a inibicdo da via de sinalizacdo
PISK/AKT/mTOR também pode aumentar a resposta a outros tratamentos, como a terapia hormonal e
a quimioterapia, melhorando assim os resultados clinicos (BERNS, K et al., 2007).

O wortmannin é um metabdlito produzido pelo fungo Penicillium wortmannii, que inibe
irreversivelmente a PI3K e outras proteinas relacionadas a ela, por meio de ligagdo covalente (KNIGHT,
2010). Ao contrario de muitos inibidores de quinase, wortmannin inibe PI3K de maneira ndo competitiva
com ATP por ligagédo covalente com PI3K (NAKANISHI et al., 1992; OKADA et al., 1994; POWIS et al.,
1994). Esses compostos apresentam propriedades inibitérias especificas da PI3K, o que pode abrir
caminho para o desenvolvimento de tratamentos mais direcionados e menos téxicos para o cancer de
mama. Tais achados apontam a importancia de permanecer investigando os mecanismos de agéo dos
polifendis na inibicdo da PI3K, bem como avaliar sua eficacia e seguranga em modelos pré-clinicos e
estudos clinicos. A compreenséo aprofundada desses polifendis natoquindnicos e sua aplicagédo no
tratamento do cancer de mama podem levar ao desenvolvimento de novas terapias personalizadas e
mais efetivas no futuro.
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Nesse sentido, apés realizar o experimento, e obter os resultados obtidos pode-se analisar os
seguintes compostos, o PM-PIR-PANI demonstra uma potente inibicdo seletiva para a isoforma
p110a/p85a com um valor de IC50 extremamente baixo, indicando alta afinidade e eficacia na inibicao
desta isoforma. Para as outras isoformas, a afinidade € muito menor. PIR-PNB também mostra
atividade inibitéria significativa contra todas as isoformas da enzima, mas é mais eficaz contra a
isoforma p1108/p85a. O composto PM-PIR-NAF tem uma alta afinidade pela isoforma p110p/p85a e
uma afinidade moderada pela isoforma p1108/p85a, a sua afinidade pela isoforma p110a/p85a é
significativamente menor. PM-MORF-SAL exibe atividade inibitéria moderada contra p110a/p85a e
p110B/p85a, mas nao foi possivel determinar o valor de IC50 para p1108/p85a. O polifenol
naftoquindénico PM-MORF-NAF mostra atividade inibitéria moderada contra todas as isoformas, com
uma afinidade mais alta pela isoforma p1108/p85a. PM-PIR-SAL exibe uma forte afinidade pela
isoforma p110a/p85a, enquanto tem uma afinidade moderada pela isoforma p110B/p85a e uma
afinidade menor pela isoforma p1108/p85a. O inibidor WORTMANNIN demonstra uma alta afinidade
pela isoforma p110B/p85a e uma afinidade moderada pela isoforma p110a/p85a, mas nao foi possivel
determinar o valor de IC50 para p1108/p85a e consequentemente, ndo foi possivel realizar as anélises
dos polifendis nessa subunidade, fazendo-se necesséario maiores estudos acerca dessa subunidade
para atribuir parametros de analise.

Conclusao

O tratamento do cancer de mama, na maioria dos casos, envolve uma abordagem multidisciplinar
que pode incluir cirurgia, quimioterapia, terapia hormonal e terapia-alvo, a depender do estgio e das
caracteristicas individuais do tumor.

Nesse contexto, a busca de novos farmacos é de relevancia fundamental para contribuir com a
melhoria das taxas de sobrevida e qualidade de vida das pacientes com cancer de mama. Dessa forma,
0s avangos da quimica computacional tém revolucionado a descoberta de farmacos ao permitir uma
triagem virtual rapida e eficiente de muitos compostos em busca de moléculas com potencial atividade
terapéutica. Por meio de métodos computacionais, como modelagem molecular, simulacdes de
dindmica molecular e técnicas de docking molecular, é possivel prever a atividade e o potencial de
interacdo de compostos com seus respectivos alvos, como a enzima PI3K. Assim, os polifendis
naftoquindnicos mostraram potente atividade inibitéria sobre a enzima PI3K que é hiperativada em
cancer de mama. Deste modo, a molécula que apresentar um menor valor de IC50, tera uma maior
eficiéncia como inibidor da via PI3BK/AKT/mTOR, como é o caso dos compostos PM-PIR-PANI e PM-
PIR-SAL, abrindo perspectivas promissoras para futuras pesquisas e desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas contra o cancer de mama.
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