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1. INTRODUCAO

O cancer de mama é uma neoplasia heterogénea caracterizada como o
tipo mais comum entre as mulheres no mundo, afetando 1,8 milhées de mulheres
por ano (MARTIN et al., 2014). Dentre os subtipos existentes, o triplo negativo,
caracterizado pela auséncia de receptores hormonais e receptores HER2 em
suas células, representa o subtipo de pior prognéstico devido a sua rapida
resisténcia aos medicamentos e auséncia de alvo terapéutico especifico (VYAS et
al., 2016), sendo a quimioterapia a abordagem terapéutica utilizada para este tipo
de cancer.

A Doxorrubicina (DOX) é um agente quimioterdpico pertencente a classe
das antraciclinas amplamente utilizado para o tratamento de cancer de mama.
Entretanto, apesar de ser um dos mais efetivos agentes antitumorais, sua
aplicacdo terapéutica é limitada devido aos seus efeitos adversos como
cardiotoxicidade e toxicidade hematolégica (WU et al., 2013).

Dessa maneira, estudos visando a descoberta de novos agentes com
potenciais antitumorais, que possibilitem a combinacdo com terapias
convencionais visando a reducdo da dose e consequentemente toxicidade
terapéutica apresentam-se de grande relevancia no contexto cientifico.

Neste sentido, compostos pirazolicos tem despertado o interesse da
comunidade académica devido ao potencial antineoplasico ja relatado na
literatura (EL-KARIM et al., 2015; REDDY et al., 2015). Pirazbis sdo compostos
heterociclicos de 5 membros, com 2 nitrogénios ocupando as posi¢des 1 e 2. Os
mecanismos de acdo antitumoral desses compostos e de seus derivados
envolvem a interrupgéo do ciclo celular, inibicdo da migracédo e invasédo tumoral,
autofagia e apoptose (ZHANG et al., 2015).

Devido a importancia farmacolégica que os pirazéis apresentam, o objetivo
do presente estudo foi de avaliar a capacidade antitumoral de uma classe de
pirazdis isoladamente e em associacdo com DOX, em linhagem celular de cancer
de mama triplo negativo (MDA-MB-231).

2. METODOLOGIA
2.1. Sintese dos pirazois
A sintese dos pirazbis 2a-d foi realizada com base na metodologia
reportada por PIZZUTI et al. (2009) e compreende as estruturas abaixo:

Ph R = H (2a)
! —
. = OCH _(2b)
L = CI (2¢)
HaN" 8 R = Br (2d)

Figura 1: Estrutura dos pirazois 2a-d sintetizados.
2.2. Cultivo Celular
As células de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231) obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal do Rio
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de Janeiro, RJ, Brasil) foram cultivadas em meio Leibovitzs L-15 Medium®
suplementadas com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 0,2mg/mL de bicarbonato
de sodio, a 37°C e 95% de umidade. Os experimentos foram realizados com as
células em fase logaritmica de crescimento.

2.3. Ensaio colorimétrico de MTT

A determinacéo da citotoxicidade dos pirazoéis 2a-d foi avaliada através do
ensaio colorimétrico de MTT, o qual avalia a atividade metabdlica das células
viaveis na reducdo do reagente brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio, de coloracdo amarela em cristais de formazan de cor azul-
parpura, no qual seus valores de absorbancia determinam a porcentagem de
células vivas, através de leitura a 492nm.

Para a realizacdo desse ensaio, as ceélulas foram semeadas a uma
densidade de 2x10* em placas de 96 pocos. Apés 24h, as células foram tratadas
com os pirazéis 2a-d nas concentracfes de 5, 10, 20, 40 e 80uM por 24, 48 e
72h. As moléculas 2c e 2d, que demonstraram os melhores resultados nesse
ensaio, foram combinadas nas concentragdes de 10, 20 e 40uM com 0,5, 1 e 2uM
de DOX por 48h. A porcentagem de inibicdo do crescimento foi determinada
através da formula: % de inibicdo = (1- Abssg, células tratadas/Abssg, células
controles) x 100.

2.4. Efeito das combinagdes

O efeito das combinacgfes de tratamento foi avaliado através do indice de
combinacdo (IC), amplamente utilizado para determinar a agdo mdiltipla de
compostos com base na equacdo de CHOU-TALALAY (2010). Valores de ICs
<0,9 indicam sinergismo, valores de 0,9-1 indicam interagdo aditiva, e ICs> 1
indicam antagonismo.

2.5. Ensaio de Live/Dead®

O ensaio Live/Dead® (Invitrogen™) foi realizado de acordo com as
instru¢cbes do fabricante. Para a realizagdo desse ensaio, as células foram
tratadas com as concentracbes de 10uM de 2c e 2d e 0,5uM de DOX, ambos
isolados e combinados por 48h. As imagens foram obtidas utilizando microscépio
de fluorescéncia Olympus 1X71 (Olympus Optical Co) e analisadas utilizando o
programa Cell*F software (Cell-F, EUA).

2.6. Andlise de apoptose

A andlise de apoptose foi realizada através da coloracdo de regibes do
DNA por DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindole, di-hidrocloreto, Invitrogen). Para a
realizacdo desse ensaio, as células foram tratadas nas concentracdes de 10uM
de 2c e 2d, 0,5uM de DOX, ambos isolados e combinados por 48h. Os resultados
foram analisados atraves de microscopio de fluorescéncia, Olympus IX71
(Olympus Optical Co) por imagem multicolor. As imagens obtidas foram
analisadas usando o software Cell-F (M-celular, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do ensaio citotoxico demonstraram alto potencial antitumoral
dos pirazois sintetizados. O efeito inibitorio demonstrado foi dose dependente
para todas as moléculas. Além disso, os pirazois com substituinte cloro (2c) e
bromo (2d) apresentaram efeito antiproliferativo superior (IC50 19,86 e 31,05uM,
respectivamente) quando comparados aos pirazéis (2a) e (2b) (IC50 97,38 e
47,67uM, respectivamente).

Nossos dados estdo de acordo com a literatura, uma vez que ja é
reportado que pirazéis com atomos halogénicos, como 2c e 2d, exibem atividades
citotoxicas mais potentes quando comparados a outros substituintes
(FOROUZANFAR et al.,, 2011). Portanto, as moléculas 2c e 2d foram
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selecionadas para os testes de combinacdo com a DOX e os resultados desse
ensaio sao apresentados na Figura 2.
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Figura 2: Efeito antiproliferativo do tratamento combinado dos pirazéis 2c e 2d
com DOX frente a linhagem MDA-MB-231 ap0s 48h de exposi¢ao. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos de tratamento. Valores
de P<0,05 foram considerados significativos.

O efeito inibitério das combinacdes, ja nas menores concentracdes, foi
significativamente maior quando comparado ao efeito inibitério dos isolados. Na
concentracdo de 10uM os pirazéis sozinhos, 2c e 2d, foram capazes de inibir
33,67% e 25,79%, respectivamente. A DOX sozinha na concentragdo de 0,5uM
foi capaz de inibir apenas 10,32% das células, enquanto em combinagdo com
10uM dos pirazois 2c e 2d, esse efeito foi potencializado, exibindo uma taxa de
inibicdo de respectivamente 71,94% e 75,48%.

Os valores de ICs demonstraram que, nas concentracoes de 10 e 20uM, os
pirazdis 2c e 2d exibiram efeito sinérgico quando combinados com todas as
concentragbes de DOX testadas. Para a concentracdo de 40uM o pirazol 2c
apresentou efeito sinérgico combinado com 0,5uM de DOX, enquanto que o
pirazol 2d, apresentou efeito sinérgico nas concentra¢des de 0,5 e 1uM de DOX.

Os resultados dos valores dos indices de combinacéo (ICs) indicam que o
sinergismo foi mais evidente nos tratamentos com as menores concentragdes dos
combinados, sugerindo que a combinacdo de DOX, em certas concentracoes,
com as moléculas 2c e 2d possibilitaria a reducédo da dose e consequentemente
reducado da sua toxicidade (SUN et al., 2014).

Os resultados obtidos no ensaio de Live/Dead® comprovam que os pirazéis
2c e 2d tiveram a capacidade de potencializar a citotoxicidade da DOX, ja que
demonstraram diminui¢do significativa da viabilidade celular nas combinag¢des de
tratamento com as moléculas 2c (24,11%) e 2d (29,12%), quando comparadas a
viabilidade induzida pela DOX isolada (9,72%).

Além disso, 0 ensaio de coloracdo com DAPI (Figura 3) demonstrou um
aumento significativo de células apoptoticas nas combinacdes de tratamento com
as moléculas 2c¢ (32,69%) e com 2d (35,92%) em relagdo a inducdo de apoptose
de DOX isolada (8,8%). A coloracdo com DAPI é marcadora de células com
nacleos reduzidos e condensados, processo tipico de apoptose (KAVANAGH et
al., 2003).

A capacidade de inducdo de apoptose por compostos pirazoélicos ja é
relatada na literatura (REDDY et al., 2015) e acredita-se que esse processo
ocorra pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), aumento da
expressao de genes pro-apoptoticos e ativacao de caspases (ZHANG et al., 2015
e REDDY et al., 2015).
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Figura 3: Ensaio de coloracdo com DAPI do tratamento combinado dos pirazois
2c e 2d com DOX frente a linhagem MDA-MB-231 ap6s 48h de exposicao. Letras

diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos de tratamento. Valores
de P<0,05 foram considerados significativos.

4. CONCLUSOES
A partir dos dados obtidos, podemos concluir que os pirazbis 2c e 2d
exibiram significativa atividade antitumoral frente a linhagem de cancer de mama
triplo negativo MDA-MB-231. Além disso, quando combinados com DOX,
potencializaram o seu efeito e apresentaram efeito sinérgico com significativo
potencial antineoplasico.
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