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RESUMO

O cancer de pulmado é um dos tipos de tumor mais epidemiologicamente
relevantes atualmente, sendo a segunda maior causa de mortalidade global. O cancer
de pulméo engloba dois tipos: o Carcinoma de Células Pequenas e o Carcinoma de
Células Nao-pequenas. O principal fator determinante do progndstico tumoral sdo as
mutagdes, que sdo os principais definidores da progressao e tratamento da doenga.
Dentre essas mutagdes, no Carcinoma de Células N&o-pequenas se destaca a
mutacdo na via NRF2/KEAP1, uma das principais vias do sistema antioxidante,
reguladora de proteinas com essa fungao, protegendo as células de danos oxidativos.
Algumas mutagdes especificas possuem tratamento-alvo especifico e alguns tipos de
tumor também podem ser tratados com imunoterapia. Os tumores que ndo possuem
terapia especifica sdo tratados com remogao cirurgica quando possivel, e com
quimioterapia classica. Os tumores mutantes em NRF2/KEAP1 nao possuem
tratamento-alvo, e possuem um mau progndstico quando comparado aos outros tipos
de cancer. Ha pouco tempo, descobriu-se drogas capazes de inibir especificamente
essa via, como o ML385. Foi demonstrado na literatura que esse composto era capaz
de inibir o NRF2 de forma seletiva, demonstrando um efeito antitumoral, mas sem
definir quais mecanismos dessa via envolvidos nesse processo. O foco desse estudo
foi explorar esses mecanismos antitumorais in vitro derivados da inibigéo pelo ML385
em células de cancer de pulmédo A549 com mutagao de perda de fungdo em KEAP1.
A droga apresentou um efeito na diminuicdo de densidade celular promissor em
tratamento de 6 dias de duracdo, em todas as concentracbes testadas, mas nao
apresentou alteragdes morfoldgicas caracteristicas de morte celular. Ainda, no ensaio
de formagao de colbnias, a droga foi capaz de reduzir o numero de células por
colbénias, apesar de nao reduzir o numero total de coldnias. Foram explorados
possiveis mecanismos de morte e ciclo celular, avaliando apoptose e autofagia,
através da avaliacdo de caspase-3 e LC3 A/B l/ll, e a droga nao alterou a
concentracao total dessas proteinas, e nao foi capaz de parar o ciclo celular em
nenhuma das suas fases. Ainda se avaliou a produg¢ao de ERO e de GSH, da qual o
ML385 aumentou a producdo de ERO, e diminuiu a concentracdo de GSH,
demonstrando que o efeito de inibicao de NRF2 estava presente. Os achados nesse
trabalho sugerem que apoptose, autofagia e alteragbes no ciclo celular ndo séo os
mecanismos responsaveis pelo efeito antitumoral, sendo possivel que outros
mecanismos como ferroptose e senescéncia sejam o0s responsaveis, sendo
necessaria a avaliagao de mecanismos, bem como de outras estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: farmacoterapia; terapia-alvo; mutagao; antitumoral;



ABSTRACT

Lung cancer is one of the most epidemiologically significant types of tumors
today, being the second leading cause of global mortality. Lung cancer includes two
types: Small Cell Carcinoma and Non-Small Cell Carcinoma. The main determinant
factor of tumor prognosis is mutations, which are the primary definers of disease
progression and treatment. Among these mutations, in Non-Small Cell Carcinoma, the
mutation in the NRF2/KEAP pathway stands out. This pathway is one of the main
antioxidant systems, regulating proteins with this function and protecting cells from
oxidative damage. Some specific mutations have specific targeted therapies, and
some types of tumors can also be treated with immunotherapy. Tumors that do not
have specific therapy are treated with surgical removal when possible, and with
classical chemotherapy. Tumors with NRF2/KEAP1 mutations do not have targeted
therapy and have a worse prognosis compared to other types of cancer. Recently,
drugs capable of specifically inhibiting this pathway, such as ML385, have been
discovered. Literature has shown that this compound can selectively inhibit NRF2,
demonstrating an antitumor effect, but without defining the mechanisms involved in
this process. The focus of this study was to explore these antitumor mechanisms in
vitro of ML385 in A549 lung cancer cells with loss-of-function mutation in KEAP1. The
drug showed a promising effect in reducing cell density with a 6-day treatment duration
at all tested concentrations but did not show morphological changes characteristic of
cell death. Additionally, in the colony formation assay, the drug was able to reduce the
number of cells per colony, although it did not reduce the total number of colonies.
Possible mechanisms of death and cell cycle were explored, evaluating apoptosis and
autophagy through the assessment of caspase-3 and LC3 A/B I/ll. The drug did not
alter the total concentration of these proteins and was not able to stop the cell cycle in
any of its phases. Furthermore, the production of ROS and GSH was evaluated, and
ML385 increased ROS production and decreased GSH concentration, demonstrating
that the NRF2 inhibition effect was present. The findings in this work suggest that
apoptosis, autophagy, and cell cycle alterations are not the mechanisms responsible
for the antitumor effect, and it is possible that other mechanisms such as ferroptosis
and senescence are responsible, requiring further evaluation of these mechanisms as
well as other therapeutic strategies.

Keywords: pharmacotherapy; targeted therapy; mutation; antitumor;
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1. INTRODUCAO

O cancer engloba um grande grupo de doengas que podem afetar

praticamente todos os tecidos do corpo humano, tendo como uma das caracteristicas
a divisdo celular exacerbada de células fisiologicamente anormais, e € a segunda
maior causa de mortalidade global, com cerca de 10 milhées de mortes no ano de
2020 (Organizacao Mundial da Saude (OMS), 2022; Sung et. al., 2021). Os principais
tipos de cancer em homens sao de pulmao, colorretal e prostata, e nas mulheres o de
mama, colorretal e pulmé&o (OMS, 2022).
Dentre esses tumores mais epidemiologicamente relevantes, destacamos o cancer de
pulmao. Dados reportam que em 2020 o cancer de pulmao correspondeu ao cancer
de maior prevaléncia em homens, e o terceiro cancer de maior prevaléncia em
mulheres, sendo o segundo em maior prevaléncia no geral, e o0 segundo em maior
taxa de mortalidade (Sung et. al., 2021), sendo considerado o tipo de cancer mais letal
ao redor do mundo (OMS, 2023).

Essas alteragbes genéticas podem se derivar de muitas situagdes, como de
erros causados pela replicacéo celular, fatores ambientais que podem levar ao dano
no DNA (raios ultravioletas, poluicdo atmosférica, substancias presentes no cigarro,
microrganismos como o virus HPV, e fatores genéticos hereditarios que podem ativar,
desativar ou alterar genes pro-tumorais (National Cancer Institute - NIH, 2022). A
expressao ou ativagao de genes pro-tumorais pode desencadear um ganho de fungao,
perda de fungado, ou uma dominancia cromossémica negativa em proteinas e fungdes
celulares das células afetadas (Li et. al., 2019; Bernards, 2014).

Em um processo normal, células envelhecidas ou danificadas sofrem um
processo de apoptose, onde sofrem morte celular programada, entretanto no processo
tumoral, as células anormais continuam se replicando. Essa replicacdo € mediada
principalmente por alteracdes celulares importantes, e que proporcionam capacidades
funcionais chaves para esse tipo de doenga, sendo eles: sinalizagdo proliferativa
sustentada, evasdo de supressores de crescimento, evasao da destruicdo imune,
ativagdo da imortalidade replicacional, inflamagdo promotora tumoral, instabilidade
gendmica e mutagdes, resisténcia a morte celular, desregulacdo do metabolismo
celular, ativagcdo de mecanismos de invasdo e metastase, e indugdo e acesso ao
sistema vascular (Hanahan, 2022). Patologicamente, na pratica clinica, o cancer é

dividido em dois tipos: os malignos e benignos, sendo os malignos 0s que apresentam
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as caracteristicas citadas anteriormente, e os benignos, sdo tumores com melhor
prognostico, geralmente situados em um local bem definido e com baixa chance de
invasao e/ou metastase (NIH, 2021).

Apesar de produzir diferengas significativas no metabolismo e na bioquimica
celular, o processo de formacdo tumoral ndo produz células diferentes das
encontradas em um organismo humano, situagao diferente de um processo infeccioso
bacteriano, por exemplo, onde ha a presenca de células reconhecidamente nao
humanas. Essas alteragdes no maquinario aumentam a probabilidade de malignidade,
sdo bons marcadores de diferenciacdo das células saudaveis, além de serem
possiveis alvos terapéuticos mais especificos para o tratamento de cancer (Waarts et.
al., 2022).

Algumas mutagdes sdo mais conhecidas e utilizadas, como os marcadores
hormonais estrogeno e progesterona e suas terapias especificas para cancer de
mama, mas para outros tipos tumorais se conhece pouquissimo, ou ndo se conhece
alvos especificos. Dentre essas, se destaca a via redox de NRF2, da qual cerca de
25% dos tumores de pulmdo apresentam mutagcdo nos genes NFE2L2, gene
codificador do Fator nuclear derivado de eritrocito do tipo 2 (NRF2, do inglés Nuclear
factor (erythroid-derived 2)-like 2)) e de genes codificadores de proteina-1 associada
a ECH do tipo Kelch (KEAP1, do inglés Kelch-like ECH-associated protein 1), que
proporcionam uma maior atividade do sistema antioxidante das células tumorais pela
ativagdo exacerbada de NRF2, ou através do bloqueio da degradacdo do mesmo
(Hayes & McMahon, 2009).

O sistema Redox & um importante sistema de regulacdo da homeostase. E
responsavel por muitas respostas metabdlicas celulares, e inclusive como ativagao e
produgdo de espécies reativas para defesa do organismo (Das & White, 2002).
Células mutantes em KEAP1/NRF2 possuem uma maior protecdo contra essas
espécies reativas através da ativagao excessiva de NRF2 e/ou degradagao excessiva
de KEAP1. Além disso, esse estado redox alterado por causa dessas mutagdes
permite uma maior replicacao das células tumorais, e ainda possibilitar essas células
a produzirem bombas de efluxo e enzimas citoprotetoras (Homma et. al., 2009). A via
de NRF2 ¢é sabidamente um alvo terapéutico, onde sua inibicdo aumenta a
sensibilidade a quimioterapia e as espécies reativas (Shibata et. al., 2008), e ainda

alguns trabalhos sugerem que ha uma correlagdo entre as vias e mecanismos de
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compensagao nesse sistema antioxidante, propondo que somente a inibigdo de NRF2
nao seja suficiente para um tratamento eficaz (Roh et. al., 2017).

O cancer ainda apresenta uma caracteristica bem peculiar: a formacao de um
ambiente que favorece o proprio cancer, sendo chamada de microambiente tumoral.
Esse fator se caracteriza pela interagdo entre células cancerosas e células do
estroma, como por exemplo células do sistema imune (macréfagos e linfocitos,
principalmente), fibroblastos, células do endotélio vascular e algumas outras células,
e tem como caracteristica a modulagao fenotipica de células do estroma através da
sinalizagdo celular mediada por citocinas, fatores de crescimento, enzimas,
glicoproteinas e proteoglicanos, e tudo isso forma a matriz extracelular do tumor
(Bozyk et. al., 2022). A via de sinalizacdo KEAP1/NRF2 também faz parte desse
microambiente tumoral diminuindo a resposta de dano celular pelas espécies reativas
de oxigénio, no caso de mutantes para essa via, com uma superexpressao de
proteinas antioxidantes. Mas pouco se conhece em como essa mutac&o na via regula

a resposta imune nos tumores.

1.1 Cancer de pulmao

O cancer de pulmédo é uma doenga tumoral com origem nos tecidos
pulmonares, envolvendo diferentes fatores etiolégicos. Dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) estimam que em 2023 o cancer de pulmao foi o terceiro mais incidente
em homens com 18.020 novos casos, e o quarto em mulheres, com 14.540 novos
casos. Em nivel global, foi em 2020, o primeiro mais incidente em homens (1,4 milhao
de novos casos) e o terceiro em mulheres (770 mil novos casos), além de ser o mais
mortal entre homens e o0 segundo entre as mulheres (Sung et. al., 2021). Apesar da
grande heterogeneidade na origem da doenca, tendo envolvimento de fatores
ambientais e genéticos, aproximadamente 85% dos casos possuem associagdo com
o tabagismo (tabagistas ativos, passivos ou ex-tabagistas), e apesar de uma forte luta
contra a propaganda do tabagismo, a favor diminuigdo da adesdo e cessagao do
mesmo, ainda € um fator importante na origem da doencga (INCA, 2022).

A doencga pode ser dividida em dois tipos: carcinoma pulmonar de células
pequenas, uma forma mais rara da doenca, e o Carcinoma de Células Nao-Pequenas,
e dentro desse grupo sendo subdividido em: adenocarcinoma, carcinoma de células
escamosas (ou carcinoma epidermoide) e carcinoma de grandes células. O carcinoma

pulmonar de células ndo pequenas tem entre 80 e 85% dos diagndsticos no Reino
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Unido (Dados do National Health System, NHS), e 81% nos Estados Unidos (Dados
da Sociedade Americana de Oncologia (American Society of Oncology/ASCO)). Apos
a realizagao do projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA), iniciado em 2006, e que
sequenciou aproximadamente 11 mil tumores, pelo menos no seu subprojeto
PanCancer Atlas, o diagndstico molecular foi associado ao diagnostico histoldgico
citado anteriormente. A abordagem molecular permite entender mais especificamente
0 que acontece em cada tipo de tumor, que mesmo sendo histologicamente igual,
pode apresentar caracteristicas diferentes no que se refere ao perfil de mutagdes em
oncogenes e supressores tumorais, assinaturas mutacionais, alteragées de numeros
de copias no genoma, fusées génicas e aberragdes cromossémicas, entre outras. O
conhecimento da biologia molecular tumoral permite ndo apenas entender melhor a
biologia do cancer, mas também permite a identificagdo de marcadores para
diagnéstico e prognostico, assim como possiveis alvos terapéuticos para

personalizagao.

1.2 A via KEAP1/NRF2 no Céncer de Pulmao

O estresse oxidativo é um conceito que é englobado dentro do sistema redox
de homeostase. O sistema redox controla a producdo de espécie reativas pelas
mitocéndrias e diferentes enzimas, e sua inibicao pelo sistema antioxidante, sendo
que o desbalanco entre a producido e acumulo de espécies reativas e a capacidade
das células de detoxificar esses produtos reativos € chamado de estresse oxidativo
(Pizzino et. al., 2017). O desbalango oxidativo acontece em situagdes especificas,
como em resposta a fatores fisiolégico, como aumento da atividade metabdlica
mitocondrial e ativacdo de componentes citotdxicos do sistema imune, ou a estimulos
exdgenos, como radiagao ultravioleta ou ionizante, e resposta a compostos quimicos
reativos, tendo como consequéncia o dano a biomoléculas. (Pizzino et. al., 2017; Sies,
2020). Atualmente, se classifica em dois tipos: o eustresse e o distresse. O primeiro é
a forma fisiolégica do estresse oxidativo, a resposta e sinalizagao normal das espécies
reativas, enquanto o distresse € a resposta mais abrupta das espécies reativas,
normalmente a fatores exégenos, que leva ao dano tecidual. As principais respostas
celulares aos produtos reativos séo as enzimas heme-oxigenase-1 (HO-1), o par
glutationa peroxidase (GPx)/glutationa redutase (GR) e tioredoxina redutase
(TXNRD1), que sao majoritariamente reguladas pela via de KEAP1/NRF2 (Pizzino et.
al., 2017; Sies, 2020).
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Figura 1. Mecanismo da via NRF2/KEAP1
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Figura 1. Mecanismo da via NRF2/KEAP1, demonstrando a regulacdo da transcricdo de
NRF2 por KEAP1. Apés a liberagao do fator de transcri¢do, ele se transloca para o nucleo, se ligando
a sMaf, e posteriormento ao elemento de resposta antioxidante (ARE), dando inicio ao processo de
transcricdo de proteinas antioxidantes. Fonte: Autor, 2024

O fator nuclear derivado de eritrécito do tipo 2 (NRF2) é um fator de
transcrigdo que regula o elemento de resposta antioxidante (ARE) situado no promotor
de diversos genes, como a NADP(PH) quinona oxidase 1 (NQOT), Glutationa S-
transferase A2 (GSTAZ2), Tioredoxina redutase-1 (TXNRD1), genes das sintese de
glutationa (Glutamato-cisteina ligase; GCLM e GCLC) e do transportador de cistina
xCT (SLC7A11) entre outros, e é regulada pela proteina KEAP1, ubiquinizada no seu
dominio n-terminal pela mesma (Nguyen et. al., 2009; Saha et. al., 2020). Em
condicdes fisiologicas, o NRF2 fica ligado a KEAP1, a levando para uma degradagao
a nivel proteossémico. Ao receber um estimulo quimico (como oxidantes e eletrdfilos)
que modificam residuos cisteina sensores redox em KEAP1, a proteina KEAP1 se
dissocia do NRF2 permitindo seu acumulo celular e entrada no nucleo celular, se
heterodimerizando com proteinas Maf pequenas (small Maf, sMaf), e se ligando ao
ARE, iniciando entdo a transcrigdo de enzimas antioxidantes e de detoxificagao
(Nguyen et. al., 2009; Saha et. al., 2020) (Figura 1).
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No cancer € comum haver uma descompensacao do sistema redox, gerando
uma concentracdo elevada de espécies reativas constantemente. Esse efeito é
gerado pelo metabolismo aberrante das células tumorais, e a via de KEAP1/NRF2
pode ter efeitos diferentes dependendo do estagio do cancer (Sanchez-Ortega et. al.,
2021). Um dos possiveis efeitos do NRF2 é na iniciagado do tumor, sendo um supressor
da iniciagdo tumoral, inibindo principalmente a angiogénese, além de promover
fendtipos celulares imunes antitumorais. Entretanto, o lado o qual € mais explorado é
o lado da atividade pro-tumoral, onde alguns tipos de cancer apresentam mutagdes
nessa via de KEAP1/NRF2, com as mais importantes muta¢gdes sendo as de perda de
funcao de KEAP1 e de ganho de funcdo ou amplificagcdo em NRF2. Ainda pode atuar
na reprogramacao celular, atuando no metabolismo de glicose, via das pentoses e
aminoacidos, na evasao imune (supressao da resposta imune), e controlando genes
de proliferacao e diferenciacao celular (Sanchez-Ortega et. al., 2021).

Um dos achados na literatura sugere um aumento da expressao nuclear de
NRF2 em 26% dos casos avaliados, mesmo com poucas mutagdes em
KEAP1/NFE2L2 (gene de transcricdo de NRF2), e esse achado culminou em um
desfecho pior para os pacientes, além de possuir um possivel papel no mecanismo

de resisténcia a quimioterapia de derivados de platina (Solis et. al., 2010).

1.3 Tratamentos para o Cancer de pulmao

Uma vez diagnosticada a neoplasia maligna pulmonar, a primeira escolha
terapéutica €, geralmente e se possivel, a retirada cirurgica do tumor e do entorno,
muitas vezes uma lobectomia. Dado que a maioria dos diagnosticos acontecem em
estagios com comprometimento de linfonodos adjacentes ou distantes (estadiamentos
Il e Ill), a a quimioterapia adjuvante (pos-cirurgica) se faz necessaria na maior parte
dos casos. Em estadiamento |V, metastatico, a terapia farmacoldgica (ou
imunoterapia) sistémica é a escolha, podendo vir acompanhada de radioterapia para
controle de algumas lesdes. A quimioterapia citotoxica mais usada envolve agentes
modificadores do DNA, principalmente os agentes derivados de platina, a qual foi
demonstrado eficacia na sobrevida global dos pacientes em 1988 (Novello et. al.,
2016). Os derivados de platina apresentam efeito “tipo-alquilante” de DNA - dado que
adicionam platina e ndo grupamentos alguil diretamente a dupla fita. Ao reagir com os
nucleotideos no DNA, eles promovem quebras de fita, assim como inibem a etapas

de sintese de DNA na fase S e producao de RNA por diferentes polimerases, o que
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culmina em parada no ciclo celular e apoptose (Novello et. al., 2016; El-Khateeb et.
al., 1999). Sendo assim, na maior parte dos casos, compostos de platina,
especialmente a cisplatina, em associagdo com um segundo farmacos de diferente
mecanismo, como vinorelbina, gemcitabina, pemetrexede ou docetaxel, compdem a
primeira linha de tratamento de carcinomas pulmonares (Novello et. al., 2016).

Dentro da quimioterapia classica ha muitos problemas e limitagdes no seu uso.
Os principais problemas sao a nao-seletividade do tratamento, ocasionando em
grandes efeitos adversos sistémicos. Como a maioria das quimioterapias sao
citotoxicas nao-seletivas, elas acabam causando morte em células saudaveis
altamente replicativas, como células mucosas, de foliculos capilares e células
mieldides. Isso faz com que os efeitos adversos sejam muito sentidos pelos pacientes,
principalmente causando nauseas, enjéos, voOmitos, perda de pelos e
mielossupresséo, fazendo com que pessoas tratadas com quimioterapia sejam mais
suscetiveis a infecgdes oportunistas. Outro problema bem comum é a resisténcia
adquirida a quimioterapia, mediada principalmente pela exposi¢cao as drogas. As
células tumorais expostas a quimioterapia podem apresentar mudanga nas estruturas
células, incluindo os receptores e proteinas, alteracdo no metabolismo celular e/ou de
drogas que necessitam ser metabolizadas (e.g. 5-fluoroacila), ou ainda na excregao
de drogas (e.g. insercdo de bombas de efluxo na membrana celular) (Raguz e Yague
2008; Chakraborty e Rahman, 2012). Essas alteragdes fazem com que as células
tumorais se tornem resistentes a terapia, fazendo com que seja necessario a troca
dos farmacos.

Atualmente, farmacos e imunobiolégicos com mecanismo de acéo diferente
dos quimioterapicos citotoxicos também se tornaram parte tanto da primeira linha de
terapia quanto em pacientes cujo cancer apresentou progressao apds primeira ou
segunda linhas citotoxicas. Dentre estes novos farmacos, destacam-se as terapia-alvo
e as imunoterapias com inibidores do ponto de restricao (checkpoints) imunolégico
PD-1/PD-L1. Particularmente relevante para este estudo, a terapia-alvo baseia-se no
uso de moduladores (geralmente inibidores) farmacolégicos de proteinas cuja
atividade esta exacerbada nas células tumorais em relacdo aos tecidos sadios. Neste
contexto, os maiores sucessos tém sido obtidos com farmacos que atuam sobre a
hiperativagéo de proteinas codificadas por oncogenes. Um dos pré-requisitos para uso
de uma terapia-alvo direcionada para uma proteina com ativagao aberrante em um

determinado é a confirmagao histolégica ou molecular da presencga do alvo na amostra
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tumoral. Assim, a terapia-alvo escolhida vai estar relacionada ao fenétipo e genétipo
apresentado um dado tumor. Por exemplo, carcinomas pulmonares com mutagao
EGFR podem se beneficiar de inibidores da autoativacido deste receptor tirosina
cinase, como o Afatinibe, Erlotinibe e Gefitinibe (Gainor et. al., 2016); Para mutantes
da via ALK, pode se escolher os inibidores Alectinibe, Ceritinibe e Crizotinibe; para
mutantes de BRAF, Dabrafenibe e Trametinibe; e para mutantes de KRAS, o
Sotorasibe, aprovado em 2022 pela ANVISA (Skoulidis et. al., 2021). Tumores com
amplificagcdo de HER2 pode-se optar pelo anticorpo anti-HER2 farmaco-conjugado
trastuzumabe-deruxtecan. No campo das imunoterapias, o Nivolumabe,
pembrolizumab e atezolizumab s&do os anticorpos com eficacia comprovada em
carcinomas com expressao positiva de PD-L1 em células tumorais.

A figura 2 ilustra a distribuicdo das principais alteragbes genéticas
determinadas em coortes de cancer de pulmao sequenciadas no projeto The Cancer
Genome Atlas (TCGA), o principal consércio de oncogenémica, e um “divisor de
aguas” na elucidagao dos novos alvos para terapias-alvo em diversos tipos tumorais.
A figura € um oncoprint feito através do cBioPortal (cbioportal.org), utilizando dados
do TCGA de uma coorte de Pan-lung cancer com 1144 amostras, dos quais foram
escolhidos 10 genes (KEAP1, NFE2LE, TP53, ALK, KRAS, BRAF, ROS1, EGFR,
PTEN, PIK3CA) e suas alteragdes. Cada uma das cores representa uma aberragao
genética presente em cada proteina, e cada risco presente na linha cinza representa
uma das amostras presentes na coorte. Metade desses genes escolhidos ja possuem
terapia-alvo, mesmo com uma frequéncia de mutagées menores, como por exemplo
ALK com 5%, ROS1 com 6% e BRAF 7%.

Figura 2. Oncoprint dos principais genes mutados em cancer de pulmao
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Figura 2. Oncoprint de uma amostra de Pan-lung cancer do TCGA de 1144 amostras do ano
de 2016, demonstrando as 10 mutagbes escolhidas e suas frequéncias dentro desta corte. Essa figura
demonstra a heterogeneidade das mutag¢des no cancer de pulméo, demonstrando que as mutagdes de
KEAP1 e NFE2L2 nao se sobrepdem as outras mutagdes. Cada risco significa um tipo de aberragéo
genética. Fonte: Autor, 2024.

Com isso, € possivel notar que 15% e 9% das amostras apresentam mutacdes
em KEAP1 e NFE2L2 (gene de NRF2), respectivamente. Ainda, tais mutagbes sao
mutualmente exclusivas, ou seja, ndo co-ocorrem nos mesmos pacientes (sem
sobreposigdes de linhas nas amostras), assim como n&o co-ocorrem com as
alteragbes em outros genes como EGFR, ALK e BRAF. Dado que nao existe terapia-
alvo para tumores com NFE2L2/KEAP1 mutantes, a maior parte destes pacientes sera
submetida a protocolos de a quimioterapia padrdao como escolha de tratamento.
Apesar da imunoterapia ser uma opcao de tratamento para tumores de células nao-
pequenas, ainda ndo ha uma relagdo bem estabelecida de resposta a imunoterapia e
mutagdes-chave como em NFEL2 ou KEAP1, apesar de alguns estudos sugerirem
que mutagcbes nessas vias tendem a baixa resposta de imunoterapia (Tanaka e
Morise, 2022; Li et. al., 2024). Assim, pacientes com mutagdes na via de NRF2 sao
uma proporgéo importante dos diagndsticos de cancer de pulmé&o ainda desprovidos

de terapias modernas eficazes com perfil de efeitos adversos mais favoravel.

1.4 Inibidores de NRF2 e ML385
Diferentes tipos de pesquisa para o descobrimento de inibidores ou

interferentes da via NRF2/KEAP1 seguem sendo feitas, dentre elas estdo a pesquisa
com compostos naturais, interferentes com oncogenes que interagem funcionalmente
com a via, o uso de RNA de interferéncia (RNAI) contra o NRF2 ou seus reguladores,
regulacao positiva da supressdo de KEAP1, e a triagem de farmacos em bancos de
dados e em estudos computacionais (Panieri e Saso, 2019).

Dentre as drogas mais conhecidas como inibidores desta via estdo a luteolina,
trigonelina e ML385. Tanto a luteolina quanto a trigonelina sado derivados de composto
natural, sendo a primeira um flavondide e a segunda um alcaldide, e possuem alvos
diferentes dentro da via. A luteolina atua diretamente no fator de transcricido NRF2,
diminuindo assim a sua transcrigcdo, consequentemente diminuindo a quantidade de
RNAmM de NRF2 e os niveis de proteina transcritos (Tang et. al., 2011; Chian et. al.,

2014). Ja a trigonelina atua no sistema de importagao nuclear do NRF2, diminuindo a
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translocacao do NRF2 do citoplasma para o nucleo, diminuindo assim a quantidade
de NRF2 dentro do nucleo e assim também diminuindo a transcrigao de proteinas (Arlt
et. al., 2013). Embora tais compostos modulem a via de NRF2, mecanismos
farmacodinamicos como, por exemplo, a proteina-alvo, o sitio de interagdo dos
farmacos no receptor/alvo farmacolégico, e o tipo de interagéo
(agonismo/antagonismo) nao foram determinados.

Por outro lado, o ML385 é um farmaco descoberto através de uma triagem
para inibidores de NRF2 do tipo HTS (high throughput screening) em uma biblioteca
e repositorio molecular de milhares pequenas moléculas (MLSMR) em linhagem com
expressao do construto ARE-luciferase (Singh et. al., 2016). A estrutura molecular é
principalmente de anéis tiazolicos e indodlicos, sendo o substituinte orto no grupo
benzoila o principal responsavel pelo efeito de inibicdo do NRF2 (Figura 3a) (Singh et.
al., 2016). Esses anéis de indol e tiazol s&do grupos organicos que vém sendo
amplamente estudados nos ultimos anos, pelos seus grandes espectros de agao. O
tiazol € um anel heterociclico contendo cinco atomos de carbono, um atomo de
enxofre e outro de nitrogénio, do qual ja se relataram que compostos derivados dele
possuiam  atividades antibacterianas, anti-inflamatérias, cardiovasculares,
antitumorais e muitas outras, sendo inclusive presente em drogas ja utilizadas na
pratica clinica oncoldgica, como no Dasatinibe, um inibidor de tirosina quinase da
fusado Bcr-Abl em leucemia mieloide cronica, no Daprafenibe, um inibidor especifico
de B-Raf mutante, e algumas outras drogas (Sharma et. al., 2020). O grupo indol é
um grupamento heterociclico, contendo um anel benzénico ligado a um anel pirrdlico.
Sao estruturas também altamente reativas, também ja possuindo atividades
farmacoldgicas previamente descritas, sendo essa estrutura presente em
medicamentos antitumorais utilizados na clinica, como a vincristina, vinblastina e
alectinibe, um inibidor seletivo para Carcinoma pulmonar de células nao-pequenas
mutantes em ALK (Dhuguru & Skouta, 2020).

No seu estudo de descoberta, os pesquisadores demonstraram que o ML385
se liga a Neh1, no dominio Cap 'N' Collar Basic Leucine Zipper (CNC-bZIP) de NRF2,
a fragdo responsavel pela ligagdo de DNA, promovendo assim o bloqueio da ligagao
do complexo NRF2-MAFG (Musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene) com a
sequéncia ARE (Antioxidant Response Element) reduzindo assim o potencial
transcricional do complexo NRF2-MAFG-ARE (Figura 3b e 3c) (Singh et. al., 2016).

Em ensaios clonogénicos, quando utilizado em combinagdo com compostos de
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platina, doxorrubicina ou taxol, o ML385 aumentou a toxicidade destes
quimioterapicos em linhagens de cancer de pulmdo, em comparagdo com
quimioterapicos isolados, assim como aumentou o efeito da carboplatina em modelos
nao-clinicos de implante tumoral em roedores (Singh et. al., 2016). Ainda, foi feita a
analise farmacocinética do ML385, apresentando uma meia-vida de 2,82 horas depois
de injecao intraperitoneal em camundongos, além de apresentar um bom perfil de
toxicidade hepatica (Singh et. al., 2016).

Entretanto, apesar de ter sua farmacodinamica bem definida, e alguns efeitos
avaliados no seu estudo de descoberta (Singh et. al., 2016), os efeitos secundarios
relacionados a inibigao de NRF2 pelo ML385 ainda ndo sdo conhecidos, com isso em
vista, decidimos avaliar de que forma essa droga exerce efeitos antitumorais em
células KEAP1/NFE2L2 mutantes, avaliando se o efeito antitumoral da droga esta
relacionado a citotoxicidade, efeito antiproliferativo, modulagcdo do ciclo celular, ou

inducao de apoptose e outros tipos de morte celular.

Figura 3. Caracteristicas do ML385 e interagdo com a via NRF2/KEAP1
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Figura 3. a) Estrutura quimica do composto ML385, enfatizando a regido de ligagao ativa do
da droga. b) Estrutura da proteina NRF2, seus dominios de ligagao e o sitio de ligagdo do ML385 no
dominio Neh1 da proteina. c) A via de sinalizagdo do NRF2/KEAP1 sendo classicamente ativada. A
producdo de ERO aumenta a liberagdo de NRF2 da KEAP1, aumentando a translocagao da proteina
para o nucleo. A sua ligacdo com sMafs e ARE sinaliza a transcricdo de proteinas antioxidantes, como
HO-1, NQO1, GPx/GRs e TXNRD1. A ligagdo do ML385 no NRF2 diminui a ligagdo do complexo NRF2-
MAFG em ARE, consequentemente diminuindo a produgao de antioxidantes. Fonte: Autor, 2024

OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

LI

em células de cancer de pulmio A549 KEAP1 mutante.
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2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito do ML385 sobre a densidade celular e morfologia em cultivos A549 in
vitro;

Determinar o efeito do ML385 sobre a proliferagao clonal e formagao de colénias em
ensaios de exposi¢cao prolongada;

Avaliar o impacto do ML385 sobre o ciclo celular, marcadores de apoptose e autofagia
em células A549;

Quantificar os niveis celulares de glutationa e espécies reativas de oxigénio em
células KEAP1 mutantes tratadas com ML385

MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura Celular

A linhagem celular utilizada foi a A549 (KEAP1 mutada), proveniente da
ATCC, e cedida pelo Dr. André Bafica (Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, UFSC). As células foram mantidas em meio DMEM High Glucose
(Dulbecco’s modified eagle’s medium) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cripion Biotecnologia, Brasil) e 1% de antibidtico:antimicotico (1:1) (A5955, Sigma
Aldrich, St. Louis, USA) a 37°C e 5% CO2 em estufa umidificada. O ML385 foi obtido
da Sigma-Aldrich (#SML1833), e dissolvido em solugao de 25 mM em DMSO puro.

3.2 Ensaio SRB

A densidade celular ao final dos tratamentos foi feita utilizando a
sulforodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich, S1402, Darmstadt, Alemanha) (Lin et. al.,
1999; Papazisis et. al., 1997; Vichai & Kirtikara, 2006). O método foi utilizado para
avaliar a citotoxicidade do farmaco através de concentracdes pré-estabelecidas em
um protocolo de 3 dias ou 6 dias. As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos,
com densidade de 6 x 10° células/poco para o tratamento de 3 dias, e 1 x 10"
células/pocgo para o tratamento de 6 dias, e foram tratadas nas concentragdes de 100,
50, 25, 10, 5 e 1 yM um dia apds o plaqueamento. Ao final do tratamento, as células
foram fixadas nas placas com acido tricloroacético (TCA) 10%, coradas pelo SRB e
entdo reveladas por Tris (tris(hidroximetil)Jaminometano) 10 mmol/L (pH 10.5) e lidos
no espectrofotdbmetro (Infinite M200 Tecan, Tecan Trading AG, Switzerland) no
comprimento de onda 510 nm (Vichai & Kirtikara, 2006; Orellana & Kasinski, 2016).
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3.3 Ensaio de proliferagdo clonogénica

O ensaio clonogénico foi feito para avaliar a capacidade das células de formar
colénias em presenga do tratamento por tempo prolongado.. As células foram
plaqueadas em placas de 12 pogos, com 250 células por poco, e foram tratadas com
concentragdes de 25, 10 e 5 yM quando havia colénias de pelo menos 4 células
uniformemente pelo pogo, e trés dias depois tratadas novamente. Entdo, apds dois
tratamentos (9 dias), retirou-se o meio de cultura e lavou-se com tampé&o fosfato salina
(PBS) 1x as células foram fixadas em metanol 100% gelado a 4°C por 20 minutos.
Apos remover a solugao de metanol, as coldnias foram incubadas com cristal violeta
0,5% m/v em 25% metanol/H20d por 10 minutos, lavadas com agua da torneira e
secas em temperatura ambiente (Crowley et. al., 2016). Uma imagem foi adquirida de
cada pogo em campo claro em um estereomicroscopio, com zoom de 0,5x (SZX16®,
Olympus, Toquio, Japdo). As colénias foram ressuspendidas em 30% acido
acético/H20d e lidas no espectrofotdémetro (Infinite M200 Tecan, Tecan Trading AG,

Switzerland) no comprimento de onda de 585 nm.

3.4 Immunoblot

Para avaliar o mecanismo de morte celular, foi realizada a técnica de
Immunoblotting para avaliagédo da expressao proteica de Caspase-3 clivada, e LC3
A/B /Il (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3). Para os tratamentos
foram plaqueadas 5 x 10* células, em placas de 6 pogos, tratadas com as
concentracdes de 25, 10 e 5 uM, e coletadas 6 dias depois. As células foram coletadas
diretamente por raspagem em tampao Laemmli 5x, sendo os volumes de coletas
ponderados de acordo com a confluéncia celular ao final dos tratamentos. Como grupo
comparador, foi utilizado o quimioterapico etoposideo nas concentragdes de 10 e 25
MM, do qual foram coletadas como pogo unico, pela grande citotoxicidade do farmaco.

As células lisadas e seu conteudo foram colocadas primeiramente em gel de
agarose 15% (10% SDS dodecilsulfato de sédio), com a corrida acontecendo em 15
mA/gel até chegar ao gel de empacotamento, e entdo aumentada para 20 mA/gel.
Transferiu-se o conteudo do gel para membranas de PVDF por 1h30min/gel, em
sistema semisseco (200 mA/20V). As membranas foram coradas com Ponceau para
verificar a eficacia da transferéncia, e apos a verificagao foram descoradas com TTBS

(Solugéao salina tamponada com Tris e Tween 20) 1x, e bloqueadas com TTBS 1x com
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5% de leite desnatado. Apds o bloqueio da membrana. incubou-se overnight e a 4°C
as membranas com anticorpos primarios anti-Caspase-3 (Cell signaling technology,
#9664s, Massachusetts, EUA) anti-LC3 A/B (Cell signaling technology, #4108,
Massachusetts, EUA), anti-beta-actina (Cell signaling technology, #8457,
Massachusetts, EUA), diluidos 1:1000 em tampao TTBS 1X com 5% de albumina, e
com anticorpos secundarios de coelho (Goat anti-rabbit, sc-2004, Santa Cruz
Technology, California, USA) conjugados com peroxidase de rabanete (HRP, do
inglés horseradish peroxidase) na diluicdo de 1:10000 e revelados. A avaliagéo das

proteinas foi calculada ponderando pela quantidade de beta-actina.

3.5 Analise de Ciclo Celular

A fim de avaliar o efeito do composto ML385 nas diferentes fases do ciclo
celular, foi utilizado o kit comercial PI/RNAse Solution (Immunostep®, Espanha). Esse
kit contém iodeto de propidio (PI, do inglés propidium iodide), composto que apresenta
a capacidade de intercalar os acidos nucléicos. O lodeto de Propidio tem a capacidade
de emitir diferentes intensidades de fluorescéncia de acordo com a quantidade de
DNA presente nas células, o que varia ao longo das fases do ciclo celular (Pozarowski;
Darzynkiewicz, 2004).
Para isso as células A549 (1 x 10° células/pogo para 3 dias e 5,0 x 10* células/pogo
para 6 dias) foram incubadas com diferentes concentragdes de ML385 (0, 5, 10 ou 25
uM) pelo periodo de 3 e 6 dias em estufa umida a 37 °C com 5% de COo.. Foi utilizado
como grupo comparador 25uM de etoposideo. Apds o periodo de incubagdo, as
células foram lavadas com PBS e fixadas com 200 pL de etanol 70% pelo periodo de
30 min a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS com adigc&o de 2% de
albumina sérica bovina (BSA) com finalidade de evitar ligagbes inespecificas. Por fim,
o sobrenadante foi descartado, e o sedimento celular foi ressuspendido com 300 uL
de Pl com RNAse, e a suspenséo foi incubada por 15 minutos na auséncia de luz e
em temperatura ambiente. Os doublets foram excluidos apds a realizagao de “gates”
no canal PE (largura x area) e adquiridos 10.000 eventos em ciclo celular (storage
gate) no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) com o software BD FACSDiva versao 6.1.2. Os resultados foram analisados
no software Infinicyt verséo 2.0 (Cytognos®).



28

3.6 Avaliacao das espécies reativas de oxigénio (ERO)

A avaliagao do efeito do ML385 sobre a produgéo de espécies reativas de
oxigénio foi feita utilizando 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) (Cayman
Chemical, 85155, Michigan, EUA). A avaliagéo foi feita utilizando fluorescéncia medida
em espectrofotbmetro. Para avaliagdo por espectrofotometria, as células foram
plagueadas em placas de 96 pocgos, em densidade de 1 x 10° células/pogo, tratadas
no dia seguinte com as concentragdes de 25, 10 e 5 yM do ML385, e mantidas por 6
dias. No dia da leitura, um grupo foi incubado com peroxido de hidrogénio (H202) 1
mM por 1h, e todos os grupos foram incubados com DCFH 10 yM por 1h em DMEM
sem soro fetal bovino, e entdo medidas no espectrofotdmetro (Infinite M200 Tecan,
Tecan Trading AG, Switzerland) com excitagdo em 485nm e emissao em 532nm.
Como os tratamentos em 6 dias com o ML385 causam alguma alterag&o na viabilidade
celular, os dados obtidos na fluorescéncia do espectrofotémetro foram normalizados
por um teste de densidade celular por SRB, realizado junto na mesma placa, seguindo

0 mesmo protocolo de tratamento e quantificagdo do ensaio de DCF acima descrito.

3.7 Avaliagao da atividade de Caspase-3/7 e quantificagcdo de Glutationa livre (GSH)
por quimioluminescéncia

A avaliagao de Caspase-3/7 foi realizada utilizando o kit Caspase-3/7-GLO®
(Promega, G8091, Wisconsin, EUA). A avaliagédo de glutationa foi feita utilizando o kit
GSH-Glo(™) (Promega, V6911, Wisconsin, EUA).

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos com 1 a 1,5 x 10°
células/pogo, para um tratamento com duragao de 6 dias. Em um dos experimentos
as células foram tratadas um dia apds o plagueamento, com as concentracdes de 25,
10 e 5 pM, e no sexto dia foram lavadas com PBS 1x e avaliadas de acordo com o
protocolo padrao do fabricante.Apds isso, a leitura de luminescéncia foi realizada em
lumindmetro (Infinite M200 Tecan, Tecan Trading AG, Switzerland).

3.8 Analise estatistica
Os experimentos foram rodados com um n amostral de 3 ou 4. Para a
comparagao de dados entre 3 ou mais grupos foi utilizada a analise de variéncia

(ANOVA) de uma via seguido do pos-teste de Tukey para avaliacdo da diferenca entre
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os grupos utilizando o software GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Viabilidade Celular

Foi realizado uma curva concentragao-efeito para avaliar o efeito do ML385
sobre a viabilidade celular de células A549 com mutacdo em KEAP1, com tratamento
de 3 e 6 dias, sendo nesse e em todos os experimentos posteriores, utilizados uma
concentragéo de tratamento para cada grupo (tratamento ndo cumulativo). As figuras
4 e 5 demonstram o efeito do composto nesses dois tempos, respectivamente. As
células A549 quando tratadas com o ML385 por 3 dias apresentaram uma diminuigcao
na viabilidade celular estatisticamente significativa somente na concentragéo de 100
MM quando comparado ao grupo controle (p < 0,05), enquanto nas outras
concentragbes a diminuigdo da meédia ndo mostrou diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle (Figura 4, a). As figuras 4 b) e c) sdo imagens
representativas dos pogos, sendo a b) em aumento de 100x para representar melhor
a morfologia das células, e em c) em 40x para representar melhor a confluéncia dos

POGOS.
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Figura 4. Efeito do ML385 sobre a viabilidade celular em 3 dias de tratamento
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Figura 4. a) As células A549 (6 x 10° células/poco para 3 dias foram incubadas pelo periodo
de 3 dias com diferentes concentragdes 100, 50, 25, 10, 5 e 1 uM de ML385, e o grupo branco
representa células sem nenhum tratamento, € o grupo veiculo apresenta DMSO 0,4% (diluente do
farmaco na maior concentragao). Os graficos representam a média + DP de pelo menos dois
experimentos independentes (n=2; 1 em ftriplicata ou 1 em quadruplicata), analisados por ANOVA
(analise de varidncia) com pos-teste de Tukey (* p < 0,05b) Imagens ilustrativas para demonstrar a
morfologia das células apos o tratamento de 3 dias, sendo i) controle, ii) ML385 25 pM, iii) ML385 10
uM, iv) ML385 5 pM. Fotos tiradas em microscépio invertido no aumento de 100x. c) Imagens ilustrativas
para demonstrar a confluéncia dos pogos apds o tratamento de 3 dias, sendo i) controle, ii) DMSO
0,4%, iii) ML385 100 uM, iv) ML385 50 uM, v) ML385 25 uM, vi) ML385 10 pM, vii) ML385 5 uM, viii)
ML385 1uM. Fotos tiradas em microscopio invertido no aumento de 40x. Fonte: Autor, 2024

Normalmente, os ensaios de avaliacido de citotoxicidade e/ou proliferacdo
celular séo levados por 3 dias, entretanto, foi demonstrado que o maior efeito de
inibicao do ML385 nos niveis de NRF2 transcritos sdao apds 72 h (Singh et. al., 2016),
portanto optou-se por avaliar a citotoxicidade em 6 dias.

Na figura 5 a), as células A549, quando tratadas com o inibidor ML385 por 6
dias, apresentaram uma diminuicdo na viabilidade celular estatisticamente

significativa em todas as concentragbes quando comparado ao grupo controle (p <
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0,05), demonstrando um efeito concentragéo-resposta entre as concentragdes de 1 a
10 uM, apresentando um platé no efeito a partir dessa concentragéo. As figuras 5 b)
e Cc) sdo imagens representativas dos pogos, sendo a b) em aumento de 100x para
representar melhor a morfologia das células, e em c) em 40x para representar melhor
a confluéncia dos pogos.

Ja é sabido na literatura que o aumento da expressao de NRF2 pode levar a
alteragdes metabdlicas, como a reprogramacao da via glicolitica, podendo levar ao
aumento da proliferagéo celular através da regulagcéo de genes ligado ao metabolismo
da glicose (Murakami & Motohashi, 2015). Além disso, essa via parece ser capaz de
inibir indiretamente as formas de morte celular programada, como a apoptose, através
da regulacao de glutationa-peroxidase 4 (GPx4) e tioredoxina redutase 1 (TRXRD1),
principalmente pelo papel de detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (Jenkins
& Gouge, 2021). Como demonstrado na figura 4a), as concentragdes que
demonstraram boa eficacia na inibicdo do NRF2, como a de 10 e 5 yM no estudo de
Singh et. al., (2016), também foram capazes de diminuir a quantidade de células nos
pocos apos 6 dias de tratamento. Esse resultado foi o que levou a pensar nas
possibilidades de como a droga estava interferindo nas células, de forma que ela
poderia estar causando ou morte celular, ou a pausa/desaceleragao da proliferacao
decorrente da inibicado de NRF2. Além disso, as imagens 3b. e 4b, que demonstram
melhor as morfologias celulares, sugerem que algumas células possuem morfologias
diferente das encontradas nos grupos controle negativo, sendo maiores e com
formatos irregulares, tipicas de células senescentes. Entretanto, em nenhuma das
condicbées, mesmo em tempo de 6 dias (Figura 5 b)), as culturas apresentaram
morfologias de morte celular, como a formagao de corpos apoptoticos ou presencga de
células soltas no meio de cultivo, indicando que o efeito do ML385 deva ser
majoritariamente antiproliferativo e ndo-citotoxico, pelo menos nas condigdes testadas

no modelo.
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Figura 5. Efeito do ML385 sobre a viabilidade celular em 6 dias de tratamento

a) b)
Densidade celular

ns

150~

100+

50+

% de células viaveis

Figura 5. a) As células A549 (1 x 10** células/pogo para 3 dias foram incubadas pelo periodo
de 6 dias com diferentes concentragbes 100, 50, 25, 10, 5 e 1 uM de ML385, e o grupo controle
representa células sem nenhum tratamento, ou DMSO 0,4% (diluente do farmaco equivalente a
concentragdo mais alta). Os graficos representam a média + DP de pelo menos dois experimentos
independentes, analisados por ANOVA (andlise de varidncia) com pos-teste de Tukey (*p < 0,05
comparagao com grupo controle; # p < 0,05, comparacao entre tratamentos). b) Imagens ilustrativas
para demonstrar a morfologia das células apos o tratamento de 6 dias, sendo i) controle, ii) ML385 25
MM, i) ML385 10 uM, iv) ML385 5 uM. Fotos tiradas em microscépio invertido no aumento de 100x. c)
Imagens ilustrativas para demonstrar a confluéncia dos pogos apoés o tratamento de 6 dias, sendo i)
controle, ii) DMSO 0,4%, iii) ML385 100 pM, iv) ML385 50 uM, v) ML385 25 uM, vi) ML385 10 uM, vii)
ML385 5 uM, viii) ML385 1uM. Fotos tiradas em microscépio invertido no aumento de 40x. Fonte: Autor,
2024

4.2 Ensaio clonogénico

Este ensaio foi realizado para verificar o efeito do ML385 sobre a formacao de
colénias das células A549. Utilizando dados do ensaio SRB prévio, e dados do seu
estudo de descoberta (Singh et. al., 2016) se definiu as concentragdes utilizadas de

10 e 5 uyM para serem utilizadas nesse experimento.



33

O efeito proeminente do ML385 no ensaio clonogénico nao se demonstrou na
reducao do numero de colénias. Como demonstrado pela figura 6) a), o efeito da droga
se provou mais relevante foi no tamanho das colbénias formadas, isto €, na quantidade
de células/col6nia. Baseado nisso, avaliou-se a absorbancia do corante cristal violeta
em cada pog¢o, de modo a estimar o efeito do ML385 sobre a massa celular presente
ao final dos tratamentos. A figura 6) b) representa a avaliagdo de absorbancia de cada
poco, onde foi demonstrado efeito do ML385 na diminuigdo da densidade celular em
ambas as concentragdes avaliadas (10 e 5 yM), quando comparado ao grupo branco
(p <0,095).

Figura 6. Efeito do ML385 sobre a formagao de coldnias
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Figura 6. a) As células A549 (250 células/pogo) foram tratadas a cada 3 dias (total 9 dias de
crescimento de colbnias), e entdo fixadas e coradas no pogo. Sendo as representacgdes i) controle, ii)
DMSO 0,4%, iii) ML385 10 uM, iv) ML 5 pM. b) Demonstra a avaliagdo quantitativa de absorbancia do
cristal violeta de cada poco, sendo os grupos controle, DMSO, ML 10 uM e ML 5 uM, do qual ambos
os tratamentos apresentaram diferenga estatistica com o grupo controle (p < 0,05). Os graficos
representam a média + DP de pelo menos dois experimentos independentes (n=2, em friplicata ou
quadruplicata), analisados por ANOVA (analise de variancia) com pos-teste de Tukey. Fonte: Autor,
2024.

Os resultados obtidos no ensaio de formagao de colénias (Figura 6) também
ajudaram a endossar a hipotese de que o bloqueio de NRF2 pelo ML385 poderia estar
resultando em desaceleragao da proliferacao ou alteracbes metabdlicas levando a
outras formas celulares como a quiescéncia ou senescéncia. O fato de o numero de
colénias nao ter diminuido significativamente da suporte ao observado nos
experimentos apresentados nas figuras 4 e 5. Esses dados corroboram achados da
literatura, em que o efeito antitumoral do ML385, em ensaio de viabilidade por MTT,

foi maior em células KEAP1 mutantes (A549) quando comparados com células Calu3
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(KEAP1 funcional/ndo-mutante), embora o nivel de reducao de viabilidade tenha sido
de aproximadamente 30% em 3 dias de tratamento em A549 (Delgobo et. al., 2021).
Essa possibilidade de afetar a velocidade de proliferacdo celular também corrobora
com outros achados da literatura, que sugerem que a mutacdo em NRF2/KEAP1
podem levar ao aumento da proliferagcdo celular por conta da reprogramacéo

metabdlica da via glicolitica (Wang et. al., 2018).

4.3 Avaliagdo do mecanismo de morte celular

Baseado nos dados acima descritos, optou-se por avaliar os possiveis
mecanismos de morte celular do ML385 em 6 dias de tratamento, nas concentragbes
de 25, 10 e 5 yM, as quais possuiam efeito de diminuicdo da quantidade de células e
estavam de acordo com os estudos seminais de inibicdo de NRF2 pelo ML385 (Singh
et. al., 2016). Utilizamos o etoposideo (pool de amostras nas concentragdes de 10 e
25 yM) como comparativo, um quimioterapico bloqueador de topoisomerase Il, e
possivelmente ligante de cromatina, com efeito citotoxico. A topoisomerase |l € uma
proteina que é importante para a quebra de DNA de fita dupla para futura replicacao,
e 0 bloqueio de uma parte das reacdes da topoisomerase causa um bloqueio no
processo de replicagao e reparo de DNA, promovendo apoptose (Montecucco et. al.,
2015). A figura 7 apresenta em a) e b) proteinas relacionadas a mortes celulares, com
a caspase-3 clivada relacionada a apoptose e a LC3 A/B | e Il a autofagia. Em ambas
as proteinas avaliadas, o tratamento com ML385, nas concentracdes de 25, 10 e 5
MM, ndo demonstrou diferenga significativa quando comparado ao controle negativo
(células nao tratadas), enquanto o etoposideo demonstrou uma diferenca significativa
na quantidade de LC3 A/B | e Il, quando comparado ao controle negativo. A figura 7)

C) € uma representagao dos immunoblottings realizados.
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Figura 7. Avaliacdo do mecanismo de morte celular do ML385 por immunoblotting
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Figura 7. Dois dias ap6s o plagueamento (5 x 10*4  células/pog¢o), as células foram tratadas
com ML385 e controles, e coletadas apds 6 dias de exposicao aos farmacos. A figura a) demonstra o
efeito dos tratamentos do ML385 em concentragdes de 25, 10 uM e 5 uM, além do etoposideo, sobre
a proteina caspase-3-clivada, dos quais nenhum tratamento apresentou diferenca estatistica com o
grupo controle (p > 0,05). A figura b) demonstra o efeito dos tratamentos do ML385 em concentragdess
de 25, 10 yM e 5 pM, além do etoposideo, sobre a proteina LC3 A/B I/ll, sendo o etoposideo (C+) o
unico tratamento que apresentou diferenga significativa quando comparado ao controle negativo (p <
0,05). A figura c) é a figura representativa dos immunoblotting realizados. Os graficos representam a
média + DP de pelo menos dois experimentos independentes, analisados por ANOVA (analise de
variancia) com pos-teste de Tukey. Fonte: Autor, 2024

Para confirmacdo do mecanismo de morte celular, foi realizado o kit Caspase-
3/7-GLO® (Promega, G8091, Wisconsin, EUA), sendo avaliado apés a incubagéo com
ML385 nas mesmas concentragdes utilizadas no immunoblot. A figura 7 representa
os resultados da avaliacido de Caspase 3/7 por luminescéncia em células tratadas
com o ML385 por 6 dias, das quais nenhuma apresentou diferenga significativa
quando comparada ao controle negativo. O etoposideo (pool de amostras de
concentracbes de 10 e 25 uM) nao apresentou diferenga significativa quando

comparado ao controle negativo.
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A escolha de avaliar as proteinas Caspase-3 clivada e LC3 A/B I/ll se deu por
serem marcadores classicos e faceis de serem avaliados para apoptose e autofagia.

A caspase-3 € uma procaspase presente nas vias intrinseca (iniciada pela
mitocéndria) e extrinseca (iniciada por receptores de membrana) de apoptose, sendo
ativada por sinais que desencadeiem abertura de poros de permeabilidade transitoria
e liberagao de citocromo c pelas mitocondrias, em mecanismo mediado por caspase-
9, ou pela ativagao de receptores de membrana (ex: TRAIL e interagao Fas/FasL) e
ativacao de caspase-3 dependente de caspase-8. Os padrbes de resposta podem ser
diferentes, ativando proteinas da familia Bcl-2 (B-cell leukemya/lymphoma protein-2)
como Bax (Bcl2-like protein-4) e Bak (Bcl2 homologous antagonist killer), ou ainda
outras caspases, como caspase-8 e caspase-9, e que no final levarao classicamente
a uma ativagcdo da via caspase-3, apos a clivagem da procaspase-3. Apds essa
ativacao serdo formados os corpos apoptoticos e se iniciara o processo de morte
celular em si (Porter & Janicke, 1998; Yu et. al., 2023; Holdenrieder & Stieber, 2004).

Ja se descreveu na literatura que a via NRF2/KEAP1 é capaz de promover a
superexpressao de Bcl-2, uma das proteinas responsaveis pela sinalizacdo anti
apoptotica. A superexpressdao de NRF2, decorrente de mutagdes como amplificacéo
de do gene NFE2L2, ou a perda de funcdo em KEAP1, caso presente na linhagem
A549, ocasionaria na diminuicao da ativagcao do fator pro-apoptético Bax, inibindo a
liberagdo de citocromo-c pela mitocondria e diminuigdo na fragmentagdo de DNA,
além do aumento da expressao de Bcl-2, promovendo maior resisténcia a apoptose,
radioterapia e quimioterapia (Niture & Jaiswal, 2012; Stepkowski & Kruszewski, 2011).

A proteina LC3 A/B I/l participa do processo de autofagia, particularmente
durante a etapa de formacdo e maturacdo de autofagossomos, e fusdo de
autofagossomos com os lisossomos, sendo degradadas junto ao autolisossomo
(Tanida, 2010). A via do NRF2/KEAP1 se correlaciona diretamente com a via da
proteina p62, um substrato do processo autofagico. A proteina p62 é fosforilada em
resposta ao estresse oxidativo, o que aumenta sua afinidade pela proteina KEAP1, o
que leva a translocacdo de NRF2 para o nucleo, levando a producao de elementos
antioxidantes responsivos (ARE) e, ainda, a transcricdo de genes pré-autofagicos
(Kapuy et. al., 2018; Jiang et. al., 2018). Em casos de células tumorais com deficiéncia
no mecanismo de morte celular por apoptose, 0 aumento da autofagia pode promover
a resisténcia celular e manutencio da viabilidade de células tumorais. Entretanto, o

aumento de morte celular do tipo Il, resultante do excesso de autofagia, pode ser
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promovido pelo aumento da morte celular por apoptose, podendo entdo apresentar
efeitos ambiguos no cancer (Mathew et. al., 2007; Su et. al., 2013).

Com isso, se esperava que a inibicdo com o ML385 fosse aumentar a
expressdo de caspase-3, mas como visto nas figuras 7 e 8, em todas as
concentragdes testadas a concentragcdo da proteina ndo teve diferenga quando
comparado ao controle negativo, corroborando com os dados morfolégicos das
culturas A549, em que a morfologia celular ndo apresentou caracteristicas de morte
celular. Além disso, ndo houve nenhuma diferenca em LC3 (figura 7), sendo que
ambas diminuigdo ou aumento poderiam ser correlacionados ao aumento da morte
celular, dependendo do contexto celular (Mizushima & Yoshimore, 2007).
Potencialmente com um tratamento combinado onde houvesse morte celular diferente
de apoptose, € possivel que o bloqueio de NRF2 junto a outra quimioterapia pudesse
diminuir as concentragdes de LC3, promovendo uma menor resisténcia dessas células
cancerosas. Entretanto, € possivel que outros mecanismos de morte celular estejam
envolvidos na inibicdo pelo ML385, como ferroptose, tipo de morte celular mediada
por ferro, do qual o NRF2 possui um papel importante na peroxidacao lipidica,
regulando enzimas como GPx4, HO-1 (hemeoxigenase-1), e transportadores como
xCT/SL7A11 (cystine/glutamate transporter) (Dodson et. al., 2019), ou ainda
senescéncia, do qual a superativacao de NRF2 pode proteger as células tumorais,
principalmente pelo controle da produg¢ao de ERO (Yuan et. al., 2020). Ainda, dados
prévios (Singh et. al., 2016), demonstraram que apesar do ML385 ndo aumentar a
atividade de caspase 3/7, a sua combinagao com outras quimioterapias ele foi capaz

de aumentar os niveis de caspase-3 ativada.
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Figura 8. Avaliacao do efeito do ML385 sobre as Caspase 3/7
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Figura 8. Apds o plaqueamento (1,0 x 10°® células/pogo), as células foram tratadas no dia
seguinte , e avaliadas apos 6 dias do tratamento através do kit Caspase-glo ®. Com as mesmas
concentracdes de ML385 utilizadas no immunoblotting, ndo foi demonstrado diferenga significativa
entre nenhum dos tratamentos quando comparado ao controle negativo. Os graficos representam a
média + DP de pelo menos dois experimentos independentes, analisados por ANOVA (analise de
variancia) com pés-teste de Tukey. Fonte: Autor, 2024

4.4 Avaliagao do efeito do ML385 sobre o ciclo celular

O efeito do ML385 na progresséao do ciclo celular das células A549 foi avaliado
apo6s a incubagdo com ML385 com diferentes concentragdes, pelo periodo de 3 e 6
dias. As Tabelas 1 e 2 e as Figuras 9 e 10 mostram a porcentagem de células em
cada fase do ciclo celular. As células A549 quando tratadas com as diferentes
concentragcbes de ML385 nao apresentaram diferencga significativa entre as fases do
ciclo celular, quando comparadas ao controle negativo (células sem tratamento). Ja
nas células tratadas com o etoposideo (pool de amostras de concentracdes de 10 e
25 uM), apresentou diferenca significativa nas fases G0/G1 e G2/M quando
comparadas ao controle negativo apos 3 e 6 dias de tratamento. O efeito do
etoposideo foi caracterizado por uma interrupcédo/desaceleragao na fase G2/M do
ciclo celular, com aproximadamente 80% da populagao celular presente nesta fase, o
que sugere que a mitose foi impedida com a inibicdo das topoisomerases.

O desenvolvimento de farmacos antitumorais envolve a procura de drogas

que além de serem citotoxicas, possam atuar afetando o ciclo celular. Esse é um
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processo finamente regulado, e responsavel pela divisdo celular. Proteinas como as
ciclinas e as CDKs (ciclinas dependentes de quinases, do inglés: cyclin-dependent
kinase) sé&o as principais responsaveis pela progressao do ciclo celular entre as fases
G1, S, G2 e M, e as CKis (inibidores de ciclinas dependentes de quinases, do inglés:
cyclin-dependent kinases inhibitors) sao as principais inibidoras das CDKs, parando o
ciclo em algumas partes do ciclo (Wiman & Zhivotovski, 2017). O ciclo celular é
dividido em 4 fases, sendo essas a G1, S, G2 e M. A fase G1 (Gap 7) corresponde
principalmente a fase de estimulos para sintese de DNA, a fase S (sintese) refere-se
a fase de sintese de DNA, a fase G2 (Gap 2) € o intervalo entre a sintese completa
de DNA e a mitose, e a fase M corresponde a mitose em si, onde ha formacgao dos
fusos mitoticos e separagao das cromatides (Israels & Israels, 2000).

Alteragdes no ciclo celular sdo comuns em tumores. Aberragcées genéticas
como amplificagdo génica ou alteragdo funcional de proteinas de entrada ou
progressao do ciclo, ou ainda perda de proteinas que fazem paradas no ciclo celular
sao as principais alteragdes. Terapias indutoras de parada ou desaceleramento do
ciclo celular, ou ainda que possam retornar as proteinas de parada do ciclo a sua
atividade normal sdo desejaveis hoje (Jingwen et. al., 2017). A Via do NRF2 parece
desempenhar um papel importante nas vias presentes no ciclo celular, além de regular
diretamente alguns genes do ciclo (Murakami & Motohashi, 2015). O ML385, inibidor
da via do NRF2 nao demonstrou nenhuma capacidade de interromper ou desacelerar
o ciclo celular (figura 9 e 10), mesmo quando se leva as células em um tempo
prolongado, diferente do controle positivo utilizado, o etoposideo, que € um inibidor da
topoisomerase Il, enzima importante na fase M para separacao das cromatides irmas,
o que justifica a parada/desaceleragao no ciclo em G2/M (figuras 9 e 10) (Barry et. al.,
1993).

Entretanto, apesar de evidéncias sugerirem que a ferroptose também
promove a parada/desaceleragdo no ciclo celular (Lin et. al., 2016), a senescéncia
pode ser um dos efeitos presentes ao tratar com o ML385, pois o efeito pode aparecer
em G1/G2 (Kumari & Jat, 2021), estados em que estdo a maioria das células tratadas

com ML385 nas figuras 9 e 10.
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Figura 9. Efeito do ML385 na progressao do ciclo celular das células A549, quando
incubadas por 3 dias.

[ Controle
[ Etoposideo
g MLS
B ML10
B ML25
100- .
I
80+ I
8
3 60 -
@
2 40-
R
204 l
Lall. . 1l nilaam
Sub GO/G1 GO0/G1 S G2/M

Fases do ciclo celular

Figura 9. As células A549 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas pelo periodo de 3 dias com
diferentes concentragdes 5, 10 ou 25 uM de ML385, ou 25 uM de etoposideo (controle positivo), ja o
grupo controle representa células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estao
representadas como G0/G1, S e G2/M. As amostras foram adquiridas no citdbmetro de fluxo BD FACS
CantoTM Il e analisadas no software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os graficos representam a média
+ EPM de pelo menos dois experimentos independentes, avaliados por ANOVA com poés-teste de

Tukey. Fonte: Autor, 2024

Tabela 1. Efeito do ML385 nas diferentes fases do ciclo celular das células A549 (3

dias).
GO/ S (%) G2/M Sub
G1 (%) (%) G0/G1 (%)
Controle 78, 10,2 £ 11,3 ¢ 2,43 +
5+3,2 4,2 0,7 1,96
Etoposideo 11, 1,56+ 87,1+ 19,6 +
4+53 1,5 3,8 18,2
ML5 81, 10,1 + 8,85 % 2,05+
05 + 3,05 4.7 1,65 1,55
ML10 79, 9,65 % 10,65 1,60 +
7+46 5,15 + 0,55 1,09
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ML25 78, 10,8 + 10,35 1,75 =
85 + 4,65 5,8 +1,15 1,32

Tabela 1. As células A549 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas pelo periodo de 3 com
diferentes concentragdes 5, 10 ou 25 uM de ML385, ou 25 uM de etoposideo (controle positivo), ja o
grupo controle representa células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estéo
representadas como G0/G1, S e G2/M. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo BD FACS
CantoTM Il e analisadas no softwarelnfinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os graficos representam a
média + EPM de pelo menos dois experimentos independentes avaliados por ANOVA com pos-teste
de Tukey. Fonte: Autor, 2024

Figura 10. Efeito do ML385 na progressao do ciclo celular das células A549, quando
incubadas por 6 dias.
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Figura 10. As células A549 (5,0 x 10* células/pogo) foram incubadas pelo periodo de 6 dias
com diferentes concentragdes 5, 10 ou 25 uM de ML385, ou 25 uM de etoposideo (controle positivo),
ja o grupo controle representa células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estao
representadas como G0/G1, S e G2/M. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo BD FACS
CantoTM Il e analisadas no software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os graficos representam a
média £ EPM de pelo menos dois experimentos independentes, avaliados por ANOVA com pds-teste
de Tukey. Fonte: Autor, 2024

Tabela 2. Efeito do ML385 nas diferentes fases do ciclo celular das células A549 (6

dias).
GO0/G S (%) G2/M Sub
1 (%) (%) G0/G1 (%)
Controle 86 + 435+ 14,65 6,2 +
1,7 0,85 + 5,85 49
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Etoposideo 12,1 4,45 + 83,4 + 21,75
5+ 3,55 0,15 3,7 5,75

ML5 84,8 4,75 + 10,4 + 3,85+
5+1,45 2,15 0,7 2,25

ML10 84,2 52+ 10,5 + 3,91+
+ 2,50 2,20 0,30 3,08

ML25 82,5 6,35 + 11+ 2,18 +
5+4,65 3,05 1,7 1,22

Tabela 2. As células A549 (5,0 x 10* células/poco) foram incubadas pelo periodo de 6 dias
com diferentes concentragdes 5, 10 ou 25 uM de ML385, ou 25 uM de etoposideo (controle positivo),
ja o grupo controle representa células sem nenhum tratamento. As fases do ciclo celular estao
representadas como G0/G1, S e G2/M. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo BD FACS
CantoTM Il e analisadas no software Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®). Os graficos representam a
média £ EPM de pelo menos dois experimentos independentes, avaliados por ANOVA com pos-teste
de Tukey. Fonte: Autor, 2024

4.5 Avaliacao do efeito sobre a producédo de espécies reativas de oxigénio (ERO e
glutationa livre (GSH)

Por ultimo, foram avaliadas a produgao de espécies reativas de oxigénio e a
de glutationa livre, ambas estao correlacionadas a via do NRF2/KEAP1, principal alvo
do ML385. Apds 6 dias de tratamento, as concentragdes de 25, 10 e 5 uyM de
ML385apresentaram diferenca significativa em relagéo a produgao/acumulo de ERO
quando comparado ao grupo controle (p < 0,05) por meio do ensaio de DCFH (Figura
11 a)). Corroborando os dados de ERO, a figura demonstra a diminuicdo da
quantidade de glutationa livre nas células em todas as concentragdes testadas, com
diferenca significativa quando comparado ao grupo controle negativo (p < 0,05). Foi
utilizado um controle positivo, a butionina sulfoximina (BSO), um conhecido inibidor
da enzima glutamato cisteina ligase, codificada pelos genes GCLC e GCLM, dois
genes alvo classicos de NRF2, e enzima marcapasso da sintese de GSH (Bailey,
1998). O BSO depletou a maior parte da glutationa livre na célula, quando comparado

as células nao tratadas (p < 0,05) (Figura 11 b)).
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Figura 11. Efeito do ML385 sobre a producao de EROs e concentragao de GSH
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Figura 11. As células A549 (1 x 102 células/pogo) foram incubadas concentragdes de 5, 10
ou 25 uM de ML385, para ambos os experimentos, enquanto pro controle positivo para avalicdo de
GSH foi BSO 50 uM. A figura a) é referente a avaliagdo da produgédo de EROs pelas células, e todas
as concentragdes do tratamento experimental foram capazes de aumentar significativamente a
producédo de EROs quando comparado ao controle negativo (p < 0,05). A figura b) representa a
quantificacdo de GSH nas células, e todos tratamentos experimentais e o controle positivo foram
capazes de diminuir a concentracdo de GSH nas células, quando comparado ao controle negativo (p
< 0,05). Os graficos representam a média + DP de pelo menos dois experimentos independentes,
analisados por ANOVA (analise de variancia) com pés-teste de Tukey. Fonte: Autor, 2024

O ML385 foi capaz de reduzir a quantidade de glutationa livre, de forma nao
concentragcdo-dependente, corroborando com dados da literatura (Singh et. al., 2016;
Delgobo et. al., 2021), da mesma forma que foi capaz de aumentar a producéo de
ERO. Esses resultados séo esperados, de forma que demonstram que a inibigdo de
NRF2 pelo ML385 foi eficaz, diminuindo, portanto, a quantidade de NRF2 intranuclear
e a consequente transcrigao de proteinas de sintese de glutationa (Abdul-Aziz et. al.,
2015) que, por sua vez, diminui a quantidade de GSH e consequentemente aumenta
a quantidade de ERO (Huber et. al., 2007). Esse aumento de ERO e diminuicdo de
GSH poderiam estar associados a um nivel de estresse celular compativel com a
viabilidade, porém suficiente para desacelerar a taxa de proliferagdao celular sem
causar citotoxicidade, o que poderia explicar nossos achados experimentais. Esse
nivel baixo de desbalanco redox pode ser também explicar o porqué a combinagao de
ML385 com quimioterapicos citotoxicos, tipicamente causadores de estresse
oxidativo, promoveu efeitos quimiosensibilizadores nos modelos in vitro e in vivo do

estudo que caracterizou inicialmente o composto (Singh et. al., 2016). Ainda, temos a
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limitacdo de nao termos avaliado o quanto da atividade de NRF2 foi inibida pelo
ML385, nas concentragdes utilizadas no nosso modelo. Estudos preliminares ainda
nao publicados do nosso grupo demonstraram que a concentragéo de 25 uM, por 72
h em células A549, inibiu aproximadamente 60-70% da expressdo do mRNA para
TXNRD1, GCLM e SLC7A11 (genes alvo de NRF2) o que sugere que, a depender do
tempo de meia-vida destas proteinas, uma deple¢cdo massiva das mesmas nao esteja
ocorrendo em nosso modelo de 3 a 6 dias de tratamento. Experimentos com
exposi¢cao mais prolongada com monitoramento da atividade de NRF2 e de algum
gene alvo marcador sdo necessarios para inferir a relagado entre grau de inibicado do
alvo farmacolégico e efeito antitumoral do ML385, e possivelmente outros inibidores
dessa via. O uso de outra linhagem com mutagao em KEAP1 também pode ser util,
de modo a comparar os fenodtipos e eventualmente caracterizar o impacto que
comutacgdes classicas que ocorrem em tumores KEAP1 mutantes, como KRAS e

STK11, possuem no efeito dos inibidores de NRF2.

5. CONCLUSAO

O ML385 é um potencial farmaco, ou pelo menos um primeiro protétipo, para
o tratamento de tumores com mutagéo na via de NRF2, principalmente por possuir
seletividade e mecanismo de acdo bem definidos. Os dados obtidos neste projeto
permitem concluir que o efeito antitumoral através da inibicdo do NRF2 pelo ML385
nao esta relacionado a indugdo de morte celular apoptoética, a alteragbes no ciclo
celular, e a indugdo de autofagia. Esses ndo parecem ser as respostas celulares
secundarias a inibicdo dessa via, ao passo que um desbalanco redox, como
observado na via de GSH e produgao de ERO, podem estar associadas a uma menor
taxa de proliferacdo nas células tratadas com ML385. Os dados sugerem que outros
mecanismos de morte celular como a ferroptose, tipicamente associada ao
desbalango redox, ou eventos de senescéncia celular podem ser os responsaveis pela
diminuicdo da densidade de células tumorais observada nos ensaios de SRB e
clonogenicidade, além disso, € possivel que a inibi¢do isolada de NRF2 com o ML385
gere mecanismos compensatorios, promovendo assim a homeostase dessas células,
ou que ainda necessite exposigcdes mais prolongadas para obtencdo de efeito
citotéxico. Ai inibicdo do NRF2 pode proporcionar uma diminui¢do na producéo de
fatores de crescimento, promovidos pela prépria via do NRF2, sendo esse um dos

possiveis mecanismos de agao antitumoral (He et. al., 2020). Por outro lado, a
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capacidade de causar estresse celular em nivel baixo poderia ser explorada em
estratégias envolvendo tratamentos combinados com farmacos citotéxicos, o que
corrobora com achados na literatura (Singh et. al., 2016; Delgobo et. al., 2021). Em
médio prazo, os dados deste estudo ajudam a determinar os mecanismos de resposta
celular a inibicdo de NRF2 pelo ML385, avaliando o potencial farmacolégico de
inibidores de NRF2, principalmente pela caracterizagao dos seus efeitos secundarios
e 0s possiveis ajustes necessarios para o uso de terapia-alvo baseadas na inibicao

dessa via.
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