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RESUMO

O cancer de mama € o cancer que apresenta os maiores indices mundiais de
incidéncia e mortalidade entre mulheres. Os tumores de mama mais agressivos e
com grande probabilidade de formarem metastases sdo os do tipo triplo negativo
(TNG), um subtipo especifico definido pela falta de expressao do receptor de
estrogeno (gene ESRT1), receptor de progesterona (gene PGR) e pela auséncia da
superexpressao do receptor de crescimento epidermal 2 (gene ERBB?2). Alteragdes
epigenéticas interferem diretamente na expressdo dos genes ESR1 e PGR, bem
como, do gene ADAM33 que ja foi sugerido como supressor de tumor. Os inibidores
de metilagdo do DNA tém demonstrado grande valor na tentativa de reversdo do
perfil anormal de metilagdo evidenciado no cancer, sendo capazes de reativar a
expressao de genes que podem controlar o crescimento tumoral. Estudos recentes
em nosso laboratério utilizando liraglutida demonstraram efeito antitumoral em
linhagens tumorais de mama e em modelos de cancer mamario murino através do
seu efeito desmetilante do DNA. De forma semelhante a liraglutida, a dulaglutida é
um analogo do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1A) empregado no
tratamento do diabetes mellitus tipo 2. No presente trabalho, nossos resultados
mostraram que a dulaglutida promoveu desmetilagdo do promotor de gene ADAM33,
o qual encontra-se hipermetilado e silenciado em tumores agressivos de mama. A
desmetilacdo desse gene e o consequente aumento da proteina ADAM33 estao
relacionados a um melhor progndstico e ao aumento da sobrevida no cancer de
mama. Além disso, a dulaglutida ineditamente demonstrou atividade antitumoral em
modelos de tumor de Ehrlich murino, bem como promoveu um maior processo de
necrose e infiltrado inflamatério nos tumores tratados. Esses resultados demonstram
que a dulaglutida € um potencial farmaco adjuvante na terapia do cancer de mama
€, a sua associacao a outros quimioterapicos e a imunoterapia, torna-se uma boa
estratégia para futuros estudos e tratamentos no cancer de mama do subtipo TNG.

Palavras-chave: Cancer de mama. Analogos GLP-1. Dulaglutida. DNMT.



ABSTRACT

Breast cancer is the cancer that has the highest worldwide rates of incidence and
mortality among women. The most aggressive breast tumors with a high probability
of metastasis are the triple negative type (TNG), a specific subtype due to the lack of
expression of the estrogen receptor (ESR1 gene), progesterone receptor (PGR gene)
and the loss of overexpression of the epidermal growth receptor 2 (ERBBZ2 gene).
Epigenetic changes directly interfere in the expression of ESR7 and PGR genes, as
well as in the ADAM33 gene that has already been suggested as a tumor suppressor.
The use of DNA methylation inhibitors has shown great value in the attempt to reverse
the abnormal methylation profile shown in cancer, being able to reactivate the
expression of genes that can control tumor growth. Recent studies in our laboratory
using liraglutide have demonstrated an antitumor effect in breast tumor cell line and
in murine breast cancer models through their DNA demethylating effect. Similarly to
liraglutide, dulaglutide is an analog of the glucagon-1-like peptide used to treat type
2 diabetes mellitus. In the present study, our results showed that dulaglutide
promoted demethylation of the ADAM33 gene promoter, which is normally
hypermethylated and silenced in aggressive breast tumors. The demethylation of this
gene and the consequent increase in the ADAM33 protein are related to a better
prognosis and increased survival in breast cancer. In addition, dulaglutide has
demonstrated a novel antitumor activity in murine Ehrlich tumor models, as well as
promoted a higher process of necrosis and inflammatory infiltrate in the treated
tumors. These results demonstrate that dulaglutide is a potential adjuvant drug in
breast cancer therapy and its association with other chemotherapy and
immunotherapy becomes a good strategy for future studies and treatments of TNG
breast cancer.

Keywords: Breast Cancer. GLP-1 analogs. Dulaglutide. DNMT.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama apresenta os maiores indices mundiais de incidéncia e
mortalidade entre os canceres em mulheres, estimando mais de 2 milhdes de
diagndsticos e 626 mil 6bitos em 2018 (BRAY et al., 2018; SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2020). No Brasil, estima-se que em 2020 a incidéncia de cancer de mama alcance
66.280 novos casos, 0 que representa 29,7% dos canceres em mulheres (INCA,
2020).

Para o diagndstico do cancer de mama sao utilizados dados clinicos patolégicos,
bem como marcadores de imunohistoquimica, os quais permitem com que o cancer
de mama seja classificado em quatro subtipos (KINSELLA et al., 2012; KOS; DABBS,
2016). Algumas terapias mais especificas no cancer de mama utilizam o analogo do
estrégeno tamoxifeno e os anticorpos monoclonais trastuzumabe e/ou pertuzumabe,
0s quais possibilitam o direcionamento do tratamento nos subtipos tumorais que
expressam os receptores hormonais e superexpressam HERZ2, respectivamente
(HEO; SYED, 2019; ISHII; MORII; YAMASHIRO, 2019; TREMONT; LU; COLE, 2017).

Os tumores mamarios conhecidos como triplo negativos (TNG) séo
caracterizados pela negatividade tanto na expressao de receptores hormonais RE e
RP e auséncia de superexpressao de HER2 e, dessa forma, ndo possuem esses
receptores como alvos terapéuticos. Isso deixa disponivel apenas poucas opg¢des
terapéuticas como a quimioterapia tradicional associada ou ndo a imunoterapia e,
torna os tumores TNG um subtipo de intensa busca de novos tratamentos no cancer
de mama (BIANCHINI et al., 2016; CHEANG et al., 2008).

Além dos genes que codificam para RE e RP, o gene ADAM33 também pode
estar silenciado em tumores agressivos de cancer de mama. Conforme ja evidenciado
em diversos supressores de tumor, o gene ADAM33 apresenta regulagdo por
mecanismos epigenéticos através da metilagdo do DNA na regido promotora
(SENISKI et al., 2009) sendo que a proteina ADAMS33 ja foi evidenciada como um
biomarcador de cancer de mama triplo negativo (MANICA et al., 2017).

Na literatura ja foi evidenciado que mulheres diabéticas apresentam maiores
riscos de desenvolverem cancer de mama, bem como, tendem ao desenvolvimento
de TNG (BRONSVELD et al., 2017; STARUP-LINDE et al., 2013). Estudos recentes
utilizando analogos do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1A), que sao

amplamente utilizados no tratamento de diabetes mellitus tipo-2 (DM2), demonstraram



a ocorréncia da inibicdo da proliferagdo celular e redugcdo do risco de cancer
prostatico, mamario e pancreatico (LI et al., 2017; LIGUMSKY et al., 2012; ZHAO et
al., 2014). Ha evidéncias que alguns compostos dessa classe, como exenatida e
liraglutida, promovam alteragdes epigenéticas e sejam capazes de inativar a atividade
das DNA metiltransferases (DNMTs), enzimas responsaveis pela metilagdo do DNA.
Essa inativacdo torna-se promissora, uma vez que os niveis de DNMTs estao
frequentemente elevados em diversas linhagens tumorais e diversos tipos de cancer
(CHEQUIN, 2018; SUBRAMANIAM et al., 2014; YASUDA et al., 2016).

Dessa forma, os GLP-1A surgem destacando-se como possibilidade de
terapia adjuvante antitumoral no cancer de mama (CHEQUIN, 2018; LIGUMSKY et
al., 2012). No entanto, no tratamento da DM2 a necessidade de duas aplicagdes
diarias de exenatida, e uma vez ao dia de liraglutida, tornou-se um desafio clinico
quanto a adesao terapéutica. Por outro lado, a dulaglutida (Trulicity®, Lilly) apresenta
eficacia superior no tratamento de DM2 (BASSON et al., 2018; DILLA et al., 2017).
Além da excelente efetividade, o seu maior tempo de meia-vida possibilita que a sua
administragao subcutanea seja realizada semanalmente. Motivo pelo qual ela ja foi
sugerida como primeira opgéao injetavel indicada no tratamento de DM2 (BASSON et
al., 2018; DILLA et al., 2017; PATEL et al., 2019).

Diante disso, buscou-se nesse estudo verificar a potencial capacidade
desmetilante da dulaglutida através da analise do perfil de metilagdo do promotor do
gene ADAM33 em linhagem tumoral TNG de cancer de mama, bem como, avaliar o
potencial antitumoral desse farmaco através da utilizacdo de modelo de céncer de

mama murino.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER

O céncer € o nome dado a um grande grupo de doengas que apresenta em
comum a capacidade de proliferacdo celular anormal (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). Mundialmente, o cancer esta relacionado a mais de 18
milhdes de novos diagndsticos e a 9 milhdes de dbitos e, dessa forma, constitui um
problema grave da saude publica mundial (BRAY et al., 2018). De acordo com dados

da International Agency for Research on Cancer, esses numeros tendem a aumentar



de forma gradativa e a totalizar mais 29,5 milhées de novos diagnésticos até 2040
(FIGURA 1).

FIGURA 1 — INCIDENCIA MUNDIAL DE CANCER ESTIMADA DE 2018 A 2040
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FONTE: Adaptado de International Agency for Research on Cancer, 2020.
NOTA: Casos de incidéncia mundial de céncer estimados até 2040, considerando todos os canceres,
todas as idades e ambos 0s sexos.

No Brasil, estima-se a ocorréncia de 625 mil casos novos de cancer para cada
ano do triénio 2020-2022, permanecendo 450 mil se desconsiderarmos os casos de
cancer de pele ndo melanoma. Os tipos de cancer mais evidenciados em homens séo
préstata (29,2%), colon e reto (9,1%), pulmao (7,9%), estémago (5,9%) e cavidade
oral (5,0%) e, nas mulheres, os canceres de mama (29,7%), colon e reto (9,2%), colo
do utero (7,4%), pulméo (5,6%) e tireoide (5,4%) compreendem sua maior parte, a
excegao do cancer de pele ndo melanoma em ambos os géneros (FIGURA 2) (INCA,
2020).

FIGURA 2 — INCIDENCIA ESTIMADA DE CANCER NO BRASIL
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FONTE: INCA, 2020.
NOTA: Distribuigao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto os canceres de pele ndo melanoma.

2.1.1 Cancer de mama

O cancer de mama apresenta os maiores indices mundiais de incidéncia e
mortalidade entre os canceres em mulheres, sendo a causa mais frequente de obitos
em mulheres de 11 diferentes regides do mundo (BRAY et al., 2018; FERLAY et al.,
2019). No Brasil, o cancer de mama é o cancer mais frequente em mulheres em todas
as regides do pais, com um risco estimado maior nas regides sudeste e sul (INCA,
2020).

A neoplasia das mamas é uma doenga complexa e heterogénea que ocorre
devido as alteragdes genéticas e epigenéticas em células dos ductos ou l6bulos
mamarios (FENG et al., 2018; POLYAK, 2007). As malignidades mamarias sao
divididas em carcinomas in situ, os quais apresentam proliferacdo neoplasica
delimitada pela membrana basal, e os carcinomas invasivos que encontram-se no
estroma devido a invasdo da membrana basal (YODER; WILKINSON; MASSOLL,
2007). Existem alguns fatores de risco que podem conferir maior suscetibilidade ao
desenvolvimento desta neoplasia, como fatores genéticos, ambientais,
comportamentais e reprodutivos, sendo que, podem ser correlacionados ao avango
da idade e a exposi¢cdo a hormbnios como estrogeno e progesterona (DALL; BRITT,
2017; GALVAO et al., 2011).

Para o diagnéstico do cancer de mama sao utilizados os dados clinicos
patolégicos como tamanho, grau de diferenciagcdo e a quantidade de linfonodos
comprometidos, bem como marcadores de imunohistoquimica, tais como, receptor de
estrégeno (RE), receptor de progesterona (RP) e do receptor de crescimento
epidermal 2 (HER2) (KINSELLA et al., 2012; KOS; DABBS, 2016). Em termos
moleculares, existe uma classificagdo do cancer de mama em quatro subtipos: luminal
A, luminal B, HER-2 e o basaloide, também conhecido como basal-like (DAl et al.,
2015; PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001).

Os subtipos luminais s&o os mais comuns compreendendo cerca de 75% dos
tumores mamarios. O subtipo luminal A apresenta a expressdao RE+ e RP+, além de
auséncia de superexpressao de HER2. Este subtipo apresenta melhor prognéstico

porque permite a utilizagdo da terapia hormonal, utilizando o analogo de estrogeno



chamado tamoxifeno (PEROU et al., 2000; SORLIE et al., 2001; TREMONT; LU;
COLE, 2017; WEIGEL; DOWSETT, 2010).

Os tumores do subtipo luminal B, além de apresentarem RE+ e RP+/RP-
também podem superexpressar o gene que codifica para HER2. Nesse grupo também
se evidenciam a expressdo aumentada de outros genes relacionados a proliferagao
celular, tais como MIKI67, CCNB1, MYBLZ2 e, portanto, o conjunto dessas
caracteristicas tornam o subtipo B com pior prognéstico comparados aos tumores
luminais A (SORLIE et al., 2001, 2003).

O subtipo HERZ2 apresenta elevada amplificagédo do gene (ERBB2) e auséncia
da expressdo de RE e RP (SORLIE et al.,, 2001, 2003). Em relagdo aos demais
subgrupos, esse apresenta o segundo pior progndstico, visto que a terapia hormonal
nao € indicada. Contudo, a terapia especifica com o anticorpo anti-HER2 utilizando
trastuzumabe e/ou pertuzumabe pode ser realizada (HEO; SYED, 2019; ISHII; MORII;
YAMASHIRO, 2019; RAKHA; REIS-FILHO; ELLIS, 2010).

O basaloide é um subtipo particularmente agressivo de cancer de mama
caracterizado pela expressao de um conjunto de proteinas na camada basal ou
externa da glandula mamaria adulta, como as citoqueratinas 5, 6 e 17 e, por
geralmente apresentar um fenétipo triplo negativo (TNG) (RE-, RP- e HER2-) (PEROU
et al., 2000; SORLIE et al., 2001, 2003).

Apesar de nem todos os tumores basal-like serem TNG, sua grande parte
(60% a 90%) compreendem os tumores TNG e eles estdo associados a um pior
progndstico no cancer de mama porque ndo possuem alvo terapéutico definido como
os outros subtipos (FAN et al., 2006). Dessa forma, eles ndo respondem a terapia
hormonal com tamoxifeno e nem aos anticorpos monoclonais anti-HERZ2, o que deixa
somente viavel a quimioterapia tradicional associada ou ndao a imunoterapia
(BIANCHINI et al., 2016; SCHMID et al., 2018; WAKS; WINER, 2019).

2.1.2 Cancer de mama e diabetes

O diabetes é um disturbio metabdlico crbénico caracterizado pela presenca de
uma hiperglicemia persistente. O diabetes mellitus tipo-1 é conhecido como diabetes
juvenil ou diabetes dependente de insulina e € uma condigao crbnica autoimune na
qual o pancreas nao tem capacidade de produzir insulina devido a perda das células

B das ilhotas pancreaticas e, como 0 nhome ja sugere, ela normalmente é descoberta



durante a infancia (FLIER; UNDERHILL; EISENBARTH, 1986; GEPTS, 1965).

Ja a DM2 é uma desordem que pode afetar todas as faixas etarias, visto que,
sofre influéncia direta do estilo de vida, da alimentacgao e fatores genéticos (HU, 2011).
A partir de dietas ricas em acucares, as células B-pancreaticas vao adquirindo
resisténcia o que pode resultar na perda da capacidade da producéo insulinica. Dessa
forma, ocorre um déficit no transporte da glicose do sangue aos tecidos, ela acaba se
acumulando no sangue e aumentando os niveis glicémicos (KAHN, 1994).

Estudos sugerem que a deficiéncia na metabolizagédo da glicose possa ser um
fator de risco independente ao desenvolvimento de varios tipos de neoplasias. O
aumento no surgimento de cancer de mama em mulheres diabéticas ja € bem
retratado com estudos demonstrando chances superiores (20-28%) no
desenvolvimento de neoplasia mamaria por mulheres diabéticas (BOYLE et al., 2012;
LARSSON; MANTZOROS; WOLK, 2007). Também foi relatado que mulheres
diabéticas na pés-menopausa com 50 anos ou mais tém aproximadamente 20-27%
mais chance de desenvolverem cancer de mama (BOYLE et al., 2012). Além disso,
mulheres diabéticas com cancer de mama apresentam aproximadamente 50% a mais
de chance de virem a 6bito por causas diversas quando comparadas as mulheres néo
diabéticas (PEAIRS et al., 2011).

A sequéncia de desregulacdo metabdlica que culmina na DM2 inclui
resisténcia a insulina, disfuncdo das células B e producgao insuficiente de glicose
hepatica que precedem o desenvolvimento de hiperglicemia por anos. A resisténcia a
insulina € uma lesao primaria, na qual as células B sdo capazes de compensar por
certo periodo secretando quantidades suprafisiologicas de insulina (TUDZAROVA,;
OSMAN, 2015). Porém, em determinado momento, as células 3 se deterioram e a
deficiéncia relativa de insulina induz a hiperglicemia em jejum. A reprogramagao
metabdlica leva a alteracédo de carboidratos e do metabolismo lipidico e, em conjunto
com a hiperglicemia, podem atuar como um gatilho no desenvolvimento de células
cancerosas (FIGURA 3) (SAMUEL et al., 2018).



FIGURA 3 - PROGRESSAO DO DIABETES E DO CANCER DE MAMA
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FONTE: Adaptado de Tudzarova e Osman (2015) e de Samuel e colaboradores (2018).

NOTA: Ativagdo de vias que promovem a proliferagdo celular, bem como, o surgimento do dano
celular/DNA e inibicdo da apoptose envolvidos na carcinogénese através da progressao da diabetes do
tipo 2. PGH = producéo insuficiente de glicose hepatica. ROS = espécies reativas de oxigénio. RE =
reticulo endoplasmatico. PMD = proteinas mal dobradas.

A hiperlipidemia, a hiperinsulinemia e a hiperglicemia associadas ao diabetes
ativam varias vias pro-sobrevivéncia e inibem a apoptose (SAMUEL et al., 2018). A
hiperinsulinemia pode sustentar a via mTOR-Akt ativada através da estimulagao de
IGFR e/ou de receptores de insulina, bem como cooperar com a via mitogénica Wnt/[3-
catenina (SAMUEL et al., 2018; TUDZAROVA; OSMAN, 2015). Ambas as vias estao
relacionadas a progressao tumoral por estarem envolvidas na proliferagao celular,
sendo que, também participam do processo de modulagdo do sistema imune no
cancer (GOLDSBERRY et al., 2019; JACKSTADT; HODDER; SANSOM, 2020;
JONES; PEARCE, 2017; TIAN; LI; ZHANG, 2019).

Por sua vez, as células sdo danificadas por glicotoxicidade, aumento da

producdo de espécies reativas de oxigénio, estresse do reticulo endoplasmatico



causado pelo acumulo de proteinas mal dobradas e autofagia aberrante. O dano
celular e ao DNA, a inflamacéo, a falha nos mecanismos de reparo do DNA e inibicdo
da apoptose colaboram com os mecanismos metabdlicos e mitogénicos desregulados
para iniciar ou promover neoplasia nas células da mama (SAMUEL et al., 2018;
TUDZAROVA; OSMAN, 2015).

Além disso, estudos demonstraram que a hiperglicemia ocasionada pela DM2
impede a fosforilagdo das proteinas Ten-eleven translocation (TET) pela proteina
quinase ativada por AMP (AMPK). As TETs sao responsaveis pelo processo de
desmetilacdo do DNA e sua interferéncia no perfil de metilagcdo pode favorecer o

desenvolvimento de tumores (WU et al., 2018).

2.2 METASTASES

As células epiteliais polarizadas e justapostas umas as outras formam
camadas celulares que sao conectadas por estruturas especializadas de membrana
em tecidos normais. A adesao celular é necessaria para formacao de uma barreira
permeavel (membrana basal) com o intuito de manter a homeostasia celular e atuar
na protegédo do tecido conjuntivo adjacente (células mesenquimais) (HUANG et al.,
2012; THIERY et al., 2009). A transigao epitélio-mesénquima (TEM) € um processo
coordenado de células e moléculas o qual permite que as células epiteliais polarizadas
modifiquem sua interagcdo com a membrana basal e sofram diversas alteragdes
bioquimicas que culminardo na troca do seu fendtipo epitelial por um fendtipo
mesenquimal. Esse processo ocorre durante o desenvolvimento embrionario normal,
regeneracao de tecidos, cicatrizagao de feridas, porém, também esta relacionado a
processos patoloégicos, como fibrose de 6rgaos e progressao das células tumorais com
expansao metastatica (KALLURI; NEILSON, 2003; KALLURI; WEINBERG, 2009;
NEAGU et al., 2019).

Em torno de 90% das mortes causadas pelo cancer sao decorrentes de
metastase. O processo metastatico é caracterizado pela formagao de novas lesdes
tumorais em regides distintas da que foi primeiramente evidenciada (CHAFFER;
WEINBERG, 2011; FARES et al., 2020). A partir de um fenétipo invasivo, as células
podem invadir a matriz circundante e irem em diregdo aos vasos sanguineos ou
linfaticos, entrando na circulagdo em diregdo aos 6rgaos distantes (CHITTY et al.,
2018; WELCH; HURST, 2019). Essas células tumorais circulantes possuem



capacidade de sobreviver independente da ancoragem e em sitios distantes e, nesse
local, elas necessitam escapar da resposta imune inata e se adaptarem ao
microambiente para, posteriormente, darem inicio ao processo de proliferagao celular
(CHITTY et al., 2018; FARES et al., 2020; WELCH; HURST, 2019).

No cancer de mama, a colonizacdo metastatica € adiada por anos ou décadas
em um processo denominado dorméncia. Ela € definida como um tempo longo entre
a remocao do tumor primario e a recaida subsequente em um paciente clinicamente
livre de doengas. As células tumorais podem entrar em dorméncia no seu eventual
local metastatico ou constituirem um reservatorio na medula 6ssea (STEEG, 2016).

Dentre os principais sitios metastaticos frequentemente evidenciados no
cancer de mama, encontram-se 0s 0ss0s, 0s pulmdes, o cérebro e o figado, sendo
que o foco metastatico pode variar de acordo com o subtipo molecular do cancer de
mama. Entretanto, ja foi evidenciado que independentemente do subtipo, mais de 50%
das pacientes podem apresentar metastases multiplas (UDEN et al., 2019).

Assim como Hanahan e Weinberg (2011) ja bem elucidaram os aspectos
moleculares do cancer, Welch e Hurst (2019) descreveram as quatro propriedades
celulares envolvidas no surgimento das metastases, as quais nos permitem melhor
compreender a progressao tumoral e o porqué do cancer metastatico apresentar

piores prognosticos (FIGURA 4).

FIGURA 4 — ASPECTOS MOLECULARES DO CANCER E DA METASTASE
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FONTE: Adaptado de Welch e Hurst (2019).
NOTA: As dez caracteristicas envolvidas na patogénese dos canceres e as quatro caracteristicas
adquiridas no processo metastatico durante a progresséo neoplasica.

2.3 ADAM33

A ADAM33 ¢é uma proteina codificada pelo gene desintegrina e
metaloproteinase 33 (ADAMS33) localizado no cromossomo humano 20p13
(YOSHINAKA et al.,, 2002). Ela é uma metaloproteinase dependente de zinco
pertencente a familia ADAM de proteinas transmembranas do tipo | (SEALS;
COURTNEIDGE, 2003). As proteinas dessa familia contemplam uma grande
complexidade quanto a sua organizagao estrutural que envolve diferentes dominios
que desempenham papel chave ndo somente na resposta inflamatéria, mas como
também nas interagdes intercelulares e célula-matriz, diferenciagcao da proliferacao,
sinalizacao e apoptose (FIGURA 5) (PRIMAKOFF, 2000; WOLFSBERG et al., 19953,
1995b).

FIGURA 5 — ESTRUTURA DA PROTEINA ADAM33
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FONTE: Adaptado de Lambrecht; Vanderkerken; Hammad, 2018.
NOTA: A proteina ADAM33 e seus dominios com diferentes fungdes. O pro-dominio controla a atividade
enzimatica do dominio metaloproteinase de ligagdo ao zinco (Zn?*), responsavel por desprender o



ectodominio e por liberar as proteinas como citocinas, fatores de crescimento, moléculas de adeséao e
outras proteinas. O dominio desintegrina esta envolvido na ades&o e migragéo celular. O dominio rico
em cisteina pode estar envolvido nas interagdes proteina-proteina e o dominio semelhante ao EGF
pode estar envolvido na fusdo da membrana. O dominio transmembranar ancora a ADAM33 na
membrana celular e o0 dominio citoplasmatico pode desempenhar um papel na transdugao de sinal. A
ADAM33 torna-se ativa apos clivagem mediada por uma enzima convertase conhecida como furina ou
por auto-catalise.

Aproximadamente 10% da ADAMS33 esta localizada na membrana plasmatica,
o restante da proteina é produzida dentro do citoplasma, onde é encontrada
preferencialmente no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi, sendo que,
algumas isoformas também podem ser secretadas (YOSHINAKA et al., 2002).

Estruturalmente, a proteina ADAM33 apresenta todos dominios caracteristicos
da familia ADAM, incluindo a sequéncia consenso de ligagdo ao zinco no sitio
catalitico necessaria para atividade do dominio metaloproteinase. Entretanto, assim
como algumas outras ADAMs, a ADAM33 parece estar relacionada com a adesao
intercelular mediada pela capacidade do seu dominio desintegrina em interagir com
as integrinas a4pB1 e a5B1 e promover inibicdo da migragdo celular (HUANG;
BRIDGES; WHITE, 2005).

A ADAM33 esta diretamente envolvida na asma devido a sua capacidade de
promover remodelamento tecidual, o qual esta associado ao espessamento das vias
aéreas e consequente perda gradativa da fungao pulmonar (CAKEBREAD et al., 2004;
HAITCHI et al., 2005). No cancer, o gene ADAM33 ja foi sugerido como um gene
supressor de tumor que possui regulagdo mediada através de mecanismos
epigenéticos, como a metilacdo do DNA na sua regido promotora (SENISKI et al.,
2009). Baixos niveis da proteina ADAM33 estéo relacionados a redugao da sobrevida
no cancer de mama e, além disso, ela ja foi evidenciada como um marcador molecular

de carcinoma mamario agressivo (MANICA et al., 2017).

2.4 EPIGENETICA

A epigenética € uma area de fronteira da ciéncia que vem trazendo
perspectivas favoraveis a terapia do cancer. Ela é definida pelas alteragbes reversiveis
e herdaveis do genoma que alteram a expressao génica e nao modificam a sequéncia
de nucleotideos do DNA (FEINBERG; TYCKO, 2004; NOWSHEEN et al., 2014).

Existem trés mecanismos epigenéticos descritos que estao relacionados a

regulagdo da expressao génica em eucariontes, sendo eles, a metilagcdo do DNA, as



modificacdes pos-traducionais das histonas e os RNAs ndo codificadores (ncRNAs)
(JONES, 2012; NOWSHEEN et al., 2014). Alteragdes nesses padrdes podem
proporcionar expressao ou silenciamento de genes envolvidos nos processos
bioloégicos de todo o genoma, o que estaria diretamente correlacionado as
desregulagdes fisiologicas e ao surgimento de doengas, como o cancer (ROBERTI et
al., 2019; SHARMA; KELLY; JONES, 2010). Dessa forma, a correta elucidagdo das
diversas alteragdes epigenéticas relacionadas aos eventos carcinogénicos € de
extrema importancia para saude mundial, visto que, proporcionara o direcionamento
para novas abordagens terapéuticas (CHENG et al., 2019; EGGER et al., 2004).

241 A metilacdo do DNA e as enzimas DNA metiltransferases (DNMTs)

A metilacdo do DNA é um evento celular mediado pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs) (FIGURA 6). Ja foram identificadas oito DNMTs, porém,
apenas cinco delas fazem parte do genoma humano. As DNMT1, DNMT3A e DNMT3B
sdo enzimas candnicas que catalisam a adicdo de um grupamento metil ao carbono 5
de citosinas adjacentes as guaninas. J& as DNMT2 e DNMT3L s&do enzimas néao
candnicas e nao apresentam atividade catalitica de DNMT. E por ultimo, as DNMTs 4,

5 e 6 foram recentemente identificadas em algas e fungos (LYKO, 2018).

FIGURA 6 — O PROCESSO DA METILAGAO DO DNA
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FONTE: Adaptado de Chakarov e colaboradores (2014).

NOTA: A metilagdo do DNA consiste na inser¢ao covalente de um grupamento metil (CH3) ao carbono
5 de uma citosina adjacente a uma guanina (dinucleotideo CpG). A formagédo de 5-metilcitosina é a
marca de metilagdo mais evidenciada em eucariotos e é catalisada por enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs) as quais utiizam o doador do grupamento metil chamado S-
adenosilmetionina (SAM) (BIRD, 1986; NAKAO, 2001).

Nos mamiferos, as DNMTs apresentam um dominio regulador N-terminal e

um dominio catalitico C-terminal, porém, podem apresentar algumas distingdes entre



elas (FIGURA 7). ADNMT1 é a enzima responsavel pela manutengao dos padroes
de metilagao nas células filhas durante a replicacao e esta localizada préxima ao /oci
de replicagdao, com uma grande afinidade por CpGs hemimetilados (JELTSCH, 2006).
O padrao de metilagcdo do DNA serve como uma marca epigenética que conduz a uma
represséo da expressao génica (JELTSCH, 2002; JONES et al., 2001; ROBERTSON,;
WOLFFE; REGULATION, 2000) e é utlizado para memorizar decisdes do
desenvolvimento celular e controlar a expressao monoalélica de genes durante o
imprinting e inativagdo do cromossomo X (CHAO et al., 2002; FERGUSON-SMITH et

al., 2001).
FIGURA 7 — ESTRUTURAS DAS DNMTS HUMANAS
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FONTE: Adaptado de Lyko (2018).

NOTA: Representacdo dos dominios presentes nas diferentes DNA metiltransferases. A DNMT2
apresenta somente o dominio catalitico. O dominio N-terminal da DNMT1 contém varios subdominios
menores conservados como o dominio de ligagdo a DMAP1, o dominio RFTS, dominio CXXC e os
dominios conservados de homologia bromo-adjacente (BAH). Dominios conservados também foram
descritos para enzimas DNMT3, incluindo um dominio Pro-Trp-Trp-Pro (PWWP) e um dominio ATRX
— DNMT3 — DNMT3L (ADD).

Essa enzima apresenta varios subdominios no seu dominio N-terminal os
quais sao responsaveis por diversas interacées moleculares. O subdominio de ligagao
de DMAP-1 possibilita que a DNMT1 interaja com o repressor DMAP-1 e com a
histona desacetilase (HDAC2). O subdominio sequéncia de segmentagéo por foco de
replicacdo (RFTS) é importante no processo de condugdao da DNMT1 a forquilha de
replicagcdo. O subdominio CXXC apresenta capacidade de reconhecimento e de
ligacdo ao DNA desmetilado e os subdominios conservados de homologia bromo-
adjacente (BAH) que ainda precisam ser melhor elucidados. Ja o dominio catalitico
que compreende a porgao C-terminal, € responsavel pela funcdo enzimatica de

insercdo do grupamento metil ao carbono 5 da citosina formando 5-metilcitosina



(LYKO, 2018; ROUNTREE; BACHMAN; BAYLIN, 2000; SONG et al., 2011).

Ja a DNMT2, embora apresente homologia com outras DNMTs, nao
desempenha atividade enzimatica, entretanto, ha estudos que demonstraram uma
atividade tRNA metiltransferase (GOLL et al., 2006) e, aparentemente, a preferéncia
por tRNA ao DNA pode estar relacionada ao pequeno dominio contido no dominio
catalitico da DNMT2 (FIGURA 7), o qual contém uma modificacdo CFT exclusiva
(tripeptideo Cys-Phe-Thr inserido na regido catalitica) que a distingue das outras
DNMTs (LYKO, 2018).

A metilacdo do DNA é removida quase que completamente durante a
formacgao do zigoto e depois restabelecida pelo processo de metilagao de novo através
das enzimas DNMT3A e DNMT3B durante o desenvolvimento embrionario em regides
desmetiladas (FIGURA 8) (FATEMI et al., 2002). As DNMT3A e DNMT3B s&o enzimas
homologas que diferem entre si pela presenga de padroes de expressao e alvos
especificos distintos. Elas sdo compostas por dominios conservados, como o dominio
Pro-Trp-Trp-Pro (PWWP) e o dominio ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD), que s&o
importantes para interagcbes da cromatina, como as ligagdes com histonas.
Diferentemente dessas enzimas, a DNMT3L nao apresenta o dominio PWWP e nao
apresenta atividade catalitica, servindo apenas como co-fator as enzimas DNMT3A e
DNMT3B (FIGURA 7) (DU et al., 2015).

FIGURA 8 — A METILAGAO E A DESMETILAGAO PASSIVA DO DNA
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FONTE: Adaptado de Trerotola, Simeone e Alberti (2015).

NOTA: A metilagao de novo e a metilagdo de manutengao ocorrem utilizando DNA ndo metilado e DNA
hemimetilado, respectivamente. Na auséncia da metilagdo de manutencao realizada pela DNMT1,
ocorre reducdo progressiva da metilagdo durante o processo de replicacdo até o DNA tornar-se
desmetilado. Esse processo é conhecido como desmetilagdo passiva do DNA.

Nos mamiferos, a metilagcdo do DNA ocorre em cerca de 70% dos CpGs ao
longo do genoma. Porém, esse padrdo ndo ocorre em regides ricas em CpGs (ilhas
CpG). As ilhas CpGs sé&o regides do DNA com aproximadamente 1 kb de tamanho,
elas estdo presentes em média a cada 100 kb e possuem uma frequéncia de
dinucleotideos CpG aproximadamente 10 vezes maior que o restante do genoma
(FIGURA 9) (SINGAL; GINDER, 1999).

FIGURA 9 — PERFIL DE METILAGAO DO GENOMA EM CELULAS NORMAIS E NO CANCER
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FONTE: Adaptado de Sproul e Meehan (2013).

NOTA: A hipermetilagdo do promotor de genes supressores de tumor promove o silenciamento do gene
no processo carcinogénico, enquanto que a hipometilagao global também evidenciada no cancer pode
culminar na ativagdo de oncogenes e promover instabilidade genémica.

As ilhas CpGs localizam-se na regido promotora ou acima desta, dentro de
éxons ou introns. Se o gene associado for um supressor de tumor, a ilha sera pouco
metilada em células normais, entretanto, apresentara hipermetilagdo dos seus CpGs
nas células cancerosas, o que explica o silenciamento de importantes genes
evidenciados na carcinogénese (SCHUBELER, 2015; SUBRAMANIAM et al., 2014).

Estudos demonstram que DNMTs defeituosas estdo relacionadas a

transformacao e progressao tumoral através de falhas epigenéticas decorrentes de



anormalidades causadas por estas enzimas (ZHANG; XU, 2017). Os niveis de DNMTs
estdo comumente elevados em diversas neoplasias, incluindo a de mama (GIRAULT;
LIDEREAU; BIE, 2003; ROBERTSON et al., 1999; ROLL et al., 2008). Diante disso, o
uso de inibidores de metilacdo do DNA (iDNMTs) poderia promover a reversao do

perfil anormal de metilacdo evidenciado no cancer (YOSHINAKA et al., 2002).

2.4.2 As Proteinas Ten-eleven translocation e a Desmetilagao do DNA

A 5-metilcitosina (5mC) é a modificagdo do DNA mais envidenciada em
mamiferos e, apesar da sua estabilidade quimica e genética, ela pode ser convertida
a citosina por diversos mecanismos. A falta de DNMT1s funcionais levam a
desmetilacédo passiva (FIGURA 8) (SMITH; MEISSNER, 2013; TREROTOLA et al.,
2015) enquanto a acao mediada pelas TETs levam a desmetilagdo de forma ativa
(FIGURA 10).

FIGURA 10 — DESMETILAGAO ATIVA DO DNA
I
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FONTE: Adaptado de Wu e Zhang (2017).

NOTA: As metiltransferases de DNA (DNMTs) promovem a metilagdo da citosina em 5-metilcitosina
(5mC). Porém, a 5mC ndo consegue ser convertida diretamente a citosina. Para isso, as TETs
promovem reagoes de oxidagado que vao culminar no restabelecimento da citosina. AM-PD = Processo
de modificagao ativa-remogéao passiva. AM-AR = Processo de modificagao ativa-remocgéo ativa. TDG =
timina DNA glicosilase. BER = Reparo por excisao de base.



Nesse processo, a 5mC ¢é convertida a 5-hidroximetilcitosina (5hmC),
podendo também sofrer sucessivas oxidagdes e ser convertida a 5-formilcitosina (5fC)
e 5-carboxilcitosina (5caC), respectivamente. Posteriormente, a 5hmC, 5fC e 5caC
podem ser convertidas a citosina pelo mecanismo de modificacdo ativa-remocgao
passiva através da replicacdo. Ou a 5fC ou 5caC podem sofrer o processo de
modificagdo ativa-remocéo ativa, que € mediado pela enzima timina DNA glicosilase
acoplada ao reparo por excisao de base de forma independente a replicacdo do DNA
(WU; ZHANG, 2017).

As reacdes de oxidagcao promovidas pelas TETs requerem oxigénio e a-
cetoglutarato como substratos e Fe?* como co-fator para produgdo de succinato e
CO:z. Essas enzimas sao compostas pelo dominio catalitico principal que se encontra
na regido C-terminal e compreende um dominio de 3-hélice de fita dupla (DSBH) e um
dominio rico em cisteina. O DSBH ¢é responsavel por recrutar Fe?*, e a-cetoglutarato
e 5mC no processo de oxidagdo, enquanto o dominio rico em cisteina envolve o
nucleo DSBH e promove a estabilizagdo da estrutura geral e da interagdo entre a
enzima e o DNA (PASTOR; ARAVIND; RAO, 2013).

2.4.3 Modificagdes pods-traducionais das histonas

As histonas compreendem uma familia de pequenas proteinas com carga
positiva denominadas H1, H2A, H2B, H3 e H4. Elas tém a capacidade de se ligarem
fortemente ao DNA (carregado negativamente) e formarem complexos
nucleoproteicos chamados nucleossomos, 0s quais sdo as unidades estruturais da
cromatina (HOLDE; ISENBERG, 1975; VENKATESH; WORKMAN, 2015) (FIGURA
11).

FIGURA 11 — ESTRUTURA DA CROMATINA
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FONTE: Adaptado de Takatori e colaboradores (2013).
NOTA: O DNA eucariotico é estruturado na forma de cromatina, um complexo que envolve diferentes



proteinas e algumas moléculas de RNA. A unidade estrutural deste complexo é o nucleossomo, que se
constitui de aproximadamente 147 nucleotideos arranjados em volta de um octamero de histonas.

Estruturalmente, as histonas possuem caudas N-terminais basicas que se
projetam e interagem com nucleossomos adjacentes. Essas caudas s&o passiveis de
sofrerem diversos tipos de modificacbes pods-traducionais, como acetilacao,
fosforilagao, metilagcao, entre outras. Essas modificagdes sdo mediadas por diversas
enzimas, como as histonas acetiltransferases, desacetilases, quinases e
metiltransferases (CASTILLO; LOPEZ-RODAS; FRANCO, 2017; VENKATESH;
WORKMAN, 2015).

As alteragdes mais bem estudadas até o momento envolvem a acetilagéo e a
metilagdo de residuos especificos de lisina nas histonas H3 e H4 (BERGER, 2007). A
acetilagdo das histonas compreende a acetilagdo de lisinas e € altamente dinamica,
visto que, é regulada por duas familias de enzimas de acgado oposta, histonas
acetiltransferases (HATSs) e histonas desacetilases (HDACs) (XHEMALCE; DAWSON,;
BANNISTER, 2011). As HATs utilizam acetil-CoA como co-fator e catalisam a
transferéncia de um grupo acetil ao grupo €-amino das cadeias laterais da lisina,
neutralizando a sua carga positiva e enfraquecendo as interagdes entre as histonas e
o DNA. As HDACs revertem a acetilagéo da lisina e restauram a carga positiva da
lisina, tornando a cromatina mais compactada e desfavorecendo a transcricao
(BANNISTER; KOUZARIDES, 2011; DUTNALL et al., 1998).

Ja a metilagdo das histonas ndo envolve a mudanga na carga e ela ocorre
principalmente nas cadeias laterais de lisinas (K) e argininas (R). Até agora, verificou-
se que a metilacado da lisina ocorre em seis locais principais, incluindo a histona H3-
lisina 4 (H3K4), H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 e H4K20. As lisinas podem ser mono,
di ou trimetiladas, enquanto que, a arginina pode ser monometilada ou dimetilada
(LAN; SHI, 2009). De uma forma geral, essas modificacbes pos-traducionais das
histonas alteram a cromatina, favorecendo ou bloqueando o acesso da maquinaria
transcricional, a qual € composta pelos fatores de transcricdo que permitem com que
a RNA polimerase atue na transcrigao génica (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011;
CASTILLO; LOPEZ-RODAS; FRANCO, 2017).



2.4.4 RNAs nao codificantes (ncRNA)

O genoma é composto por regides codificantes compreendendo cerca de 1,5
a 2% do genoma e regides nao codificantes perfazendo sua maior parte. Ao longo dos
anos, tornou-se cada vez mais evidente que a porgdo nao codificadora do genoma
apresenta um papel fundamental no desenvolvimento fisiologico (ALEXANDER et al.,
2010).

Os RNAs nao codificantes (ncRNAs) séo divididos de acordo com o tamanho.
Os RNAs néo codificadores pequenos ou curtos contemplam os microRNAs (miRNAs)
com 19-24 pb, os RNAs interativos da Piwi (piRNAs) com 26-31 pb e os RNAs
induzidos por estresse ou derivados de tRNA (tiRNAs) com 17-18 pb. J4 os RNAs nao
codificantes longos (INcRNAs) apresentam mais de 200 pb e estdo envolvidos na
regulacédo da expressao génica a nivel transcricional e pds-transcricional através da
interacdo com acidos nucléicos e proteinas (BEERMANN et al., 2016).

Nas doengas, particularmente no cancer, foi demonstrado que modificagdes
epigenéticas e genéticas nos miRNAs e no seu processamento s&o uma caracteristica
comum. A principal agdo dos miRNAs é a regulacédo negativa da expressao génica,
visto que, ao se ligarem a um RNAm alvo eles promovem degradacgao ou inibigao da
tradugdo e, isso possibilita com que atuem funcionalmente como oncogene ou
supressor de tumor (CALIN; CROCE, 2006). Atualmente ja existem diversos miRNAs
descritos em processos normais como crescimento, desenvolvimento e diferenciagcao
celular, entretanto, expressdes anormais de miRNAs estdo intimamente atreladas ao
cancer (ZHANG et al., 2007).

A familia miR-200 destaca-se por desempenhar fungbes como supressores
de tumor ao promoverem o aumento da expressao da E-caderina, proteina chave no
processo da TEM que esta relacionada aos piores prognosticos no cancer de mama
guando em niveis reduzidos (GREGORY et al., 2008). Ja o miR-21 e o miR-22 atuam
com fungédo de oncogenes, visto que, a inibicdo tanto de miR-21 quanto de miR-22
esta relacionada a reducdo tanto da proliferacao celular quanto da metastase em
células de cancer de mama (WANG et al., 2019, 2017).

Entre os lincRNAs, o HOTAIR é o que apresenta a fungao mais bem elucidada
nas neoplasias humanas. Ele encontra-se com a expressdo aumentada em tumores
e metastases primarias da mama e, € utilizado como poderoso preditor de possiveis

metastases e morte em tumores primarios através da sua utilizagdo como biomarcador



de prognéstico de cancer (GUPTA et al.,, 2010; HAJJARI; SALAVATY, 2015). A
expressao exacerbada de HOTAIR culmina na alteragao global da expressao génica
e aumento no poder de invasibilidade e metastase no cancer de uma maneira
dependente do complexo repressivo polycomb-2. Além disso, a perda do HOTAIR
pode ocasionar decréscimo na capacidade de invasdo, indicando que ele tem
capacidade epigenética moduladora do genoma nas células cancerosas (GUPTA et
al., 2010; HAJJARI; SALAVATY, 2015).

2.5 ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS NO CANCER DE MAMA

Mais de 90% dos canceres de mama nao apresentam metastase no momento
do diagnostico e, dessa forma, permitem com que a ressecgdo do tumor e/ou
linfonodos axilares, o uso da radioterapia, a administracdo sistémica de
quimioterapicos ou terapias hormonais neoadjuvantes sejam estratégias terapéuticas
promissoras (WAKS; WINER, 2019).

Antigamente, quando as pacientes apresentavam metastases, o tratamento
era realizado de acordo com o subtipo do tumor diagnosticado e as pacientes eram
submetidas ao tratamento paliativo. Dessa forma, as pacientes com tumores TNG
eram submetidas a quimioterapia sistémica por ndo responderem a terapia hormonal
com tamoxifeno e nem a terapia anti-HER2 (WAKS; WINER, 2019). Atualmente ja esta
disponivel a utilizagdo da imunoterapia com o anticorpo atezolizumabe (Tecentrig®)
associado a quimioterapia para o tratamento de cancer de mama metastatico triplo-
negativo em pacientes cujos tumores expressem o ligante da proteina de morte
programada (PD-L1) (SCHMID et al., 2018). Estudos também demonstraram que a
terapia epigenética trouxe novas perspectivas a oncologia imune ao promover uma
maior efetividade da imunoterapia ao associa-la com os iDNMTs (JONES, 2019;
MICHALAK et al., 2019).

2.5.1 Moduladores Epigenéticos

Os agentes desmetilantes sdo farmacos analogos da citosina, conhecidos
como 5-azacitosina (5-Aza) e o 5-aza-2’-deoxicitidina ou decitabine (5-AzadC),
capazes de promover a inativacao das DNMTs (STRESEMANN; LYKO, 2008).

As DNMTs se ligam aos analogos da citosina, os quais diferentemente das



citosinas, apresentam uma molécula de nitrogénio ao invés de um carbono na posi¢gao
5 do anel. A DNMT consegue metilar esse analogo, porém, o nitrogénio impossibilita
a ocorréncia da reacao de 3-eliminacao e a enzima permanece presa a esse composto
e, dessa forma, €& encaminhada ao processo de degradacdo enzimatica
(STRESEMANN; LYKO, 2008). Essa abordagem terapéutica busca a reativacao da
expressdo de genes que podem controlar o crescimento tumoral, visto que, sem
DNMTs suficientes durante o processo de replicagcdo, ocorre um processo chamado
desmetilagao passiva do DNA e os genes supressores de tumor podem voltar a serem
expressos (YOO; JONES, 2006).

Além disso, os agentes desmetilantes promovem desmetilacdo dos retrovirus
endogenos (ERVs) (JONES, 2019). Os ERVs compdem cerca de 8,5% do DNA
humano e sua estrutura intacta compreende genes virais como gag, pol e env na
regiao central e 2 LTRs nas extremidades, totalizando 7-9 kb de tamanho (LANDER
et al., 2001). O gene gag codifica uma proteina estrutural, o pol codifica a enzima
transcriptase reversa e o env codifica uma proteina envelopada (HAVECKER; GAO;
VOYTAS, 2004). Os ERVs encontram-se normalmente metilados e silenciados e,
dessa forma, a desmetilagdo na regido LTR dos ERVs através dos iDNMTs poderia
ativa-los. A reativagado dos ERVs promove o aumento da imunogenicidade através da
inducdo de um estado de mimetismo viral, visto que, eles ativos, promovem a
transcricdo dos genes virais presentes na sua estrutura e formam RNAs dupla fita
(sdRNA) que sao reconhecidos por receptores padrdes de reconhecimento, como o
MDADS (proteina associada a diferenciagao de melanoma-5), no citoplasma das células
cancerosas, 0 que culmina no aumento da sintese, transporte e secrecdo de
interferons do tipo | e Ill no microambiente tumoral (ROULOIS et al., 2015).

Os niveis aumentados de interferons culminam no aumento da expressao de
proteinas do complexo principal de histocompatibilidade de classe 1 (MHC |) e através
disso, ocorre aumento da capacidade de processamento e apresentacéo de antigenos
e, as células cancerosas tornam-se mais visiveis e suceptiveis ao sistema imune
devido ao surgimento desse estado de mimetismo viral (JONES, 2019).

Além disso, as células tumorais de mama frequentemente expressam
antigenos associados ao tumor, como os antigenos cancer-testiculo (CTAs), que
estimulam a resposta dos linfocitos T citotoxicos CD8+ na eliminagédo de células
tumorais ou ativam linfécitos B, os quais induzem uma resposta humoral ao se

diferenciarem em plasmocitos e produzirem anticorpos capazes de atuarem contra o



antigeno-alvo (MAHMOUD, 2018).

Os CTAs sao expressos em células embrionarias e germinativas, mas
geralmente silenciados em células somaticas maduras através da hipermetilacdo de
CpGs na regiao promotora (JAMES; LINK; KARPF, 2006). Também ja foi evidenciado
que os iIDNMTs sao capazes de promover desmetilacdo e reativacdo dos CTAs. O
aumento da expressdo dos CTAs € de extrema importancia, visto que, por serem
antigenos altamente imunogénicos, tornam-se alvos mais faceis ao sistema imune
(JONES, 2019; MAHMOUD, 2018).

2.5.2 Imunoterapia

Existem varios fatores que servem para estimular ou atenuar a resposta imune
frente a morte celular e de patéogenos. Os pontos de verificagdo imune (PVIs) séo
reguladores do sistema imunoldgico capazes de impedir o sistema imunologico de
atacar as células indiscriminadamente (NIRSCHL; DRAKE, 2013). Esses checkpoints
garantem que as células do sistema imunologico ndo destruam erroneamente células
saudaveis durante uma resposta imune (reagao autoimune). Entretanto, as células
tumorais sdo capazes de atuar nos PVIs e conseguem evitar com que sejam
detectadas e destruidas (PARDOLL, 2012).

Os PVIs apresentam dois tipos de sinais distintos, o ponto de verificagao
imune co-estimulatério capaz de estimular o progresso imunologico, através dos
receptores CD28, ICOS (co-estimulador induzivel de células T), CD137, entre outros;
e o0 ponto de verificagdo imune co-inibitorio, o qual inibe o progresso imune através
dos receptores da proteina de morte programada (PD-1) e da proteina associada aos
linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4), por exemplo (DARVIN et al., 2018; MARHELAVA
et al., 2019).

Em condi¢gdes normais, o sistema imunolégico pode desempenhar a morte
das células tumorais através dos mecanismos da resposta imune inata e adaptativa.
As células cancerosas produzem antigenos mutados préprios que permitem serem
reconhecidas e diretamente eliminadas pelos linfécitos T CD8+, bem como, alguns
antigenos podem ser liberados na corrente sanguinea ou linfatica, reconhecidos e
capturados pelas células apresentadoras de antigenos (APCs) e, posteriormente,
estimularem a resposta imune adaptativa através da ativagdo dos linfocitos T CD4+
(PARDOLL, 2012).



A via PD-1/PD-L1 atua como um mecanismo de resisténcia imune que é
exercido pelas células tumorais em resposta a atividade antitumoral imune enddgena.
O PD-L1 é superexpresso em células tumorais ou em células nao transformadas no
microambiente tumoral e se liga aos receptores PD-1 nas células T ativadas, inibindo
a acao das células T citotoxicas através da ativacdo do checkpoint inibitério. Essas
células T desativadas permanecem inibidas no microambiente tumoral e permitem
com que as células cancerosas escapem da resposta imune adaptativa (JONES,
2019).

Atualmente na imunoterapia, ja foram desenvolvidos anticorpos monoclonais
capazes de bloquear o PD-1, o PD-L1 e o CTLA-4, e dessa forma, esses farmacos
conseguem impedir com que as células cancerosas resistam as respostas imunes ao
impedir a ativagdo do checkpoint inibitério (ROTTE, 2019). Sendo que, também ja foi
evidenciado que PD-L1 é um gene regulado por NR4A1/Sp1 em tumores TNG e que
podem ser alvos de antagonistas de NR4A1 derivados do bis-indol e, dessa forma,
estimularem a resposta imune (KARKI et al., 2020).

Um exemplo bem sucedido da imunoterapia, € o atezolizumab (Tecentriq®),
o qual foi aprovado em margo de 2019 pelo FDA em associagao com o quimioterapico
nab-paclitaxel (Abraxane®) no tratamento de cancer de mama triplo negativo
localmente ressecavel ou metastatico que expresse PD-L1 (SCHMID et al., 2018). Os
inibidores do CTL4-A (Ipilimumab®) atuam de forma semelhante aos inibidores de PD-
1 e também ja foram aprovados pelo FDA no tratamento de melanoma e carcinoma
de células renais que apresentem metastases (SCHMIDT et al., 2016).

A imunoterapia tem se mostrado atrativa no tratamento de diversos tumores
solidos, porém, apresenta menor efetividade como monoterapia quando comparada a
sua associacdo com a quimioterapia (CARRETERO-GONZALEZ et al., 2019). Os
esforgos clinicos atuais estdo focados no desenvolvimento de tratamentos associados
a imunoterapia que possam converter tumores que nao eram capazes de responder
a imunoterapia em tumores capazes promover resposta imune (EMENS, 2018).

No inicio da resposta contra as células tumorais da mama, ha um predominio
da inflamacdo aguda com presenga de IFN-v, IL-12 e estimulo das células Th1
mediado pela ativagdo da resposta imune inata, resultando na morte das células
tumorais e na maturacéo das células dendriticas que iniciam a resposta das células T
tumor-especificas (EMENS, 2018). A constante presséao e estimulo das células T leva

a selegao de variantes de células tumorais que escapam a resposta imunoldgica e



que podem permanecer no local em um estagio de dorméncia. Além disso, ocorre a
troca do processo inflamatério agudo pelo crénico e o microambiente tumoral evolui
para um perfil Th2, o qual juntamente com o estimulo dos macréfagos pela via
alternativa (M2), favorecem o escape imune e a progressao tumoral (COUSSENS;
POLLARD, 2011; DENARDO; COUSSENS, 2007).

2.5.3 Associagao da Imunoterapia aos Moduladores Epigenéticos

A associagao da imunoterapia aos agentes iDNMTs mostra-se promissora
justamente por esses agentes desmetilantes do DNA estimularem uma resposta
mediada por interferon tipo | e, consequentemente por favorecerem o reconhecimento
das células tumorais, aumentarem a infiltragdo das células T CD8+ na regido tumoral
e restaurarem a producgao de citocinas de resposta Th1 (tumoricidas) e quimiocinas
ao invés de manterem uma resposta Th2. Quando ocorre esse aumento do
reconhecimento das células tumorais, a imunoterapia ira garantir com que o
checkpoint inibitério ndo seja ativado e as células tumorais sejam eliminadas
(CHIAPPINELLI et al., 2015; CURTSINGER; MESCHER, 2010; PENG et al., 2015).

Além disso, a terapia epigenética também pode promover um mecanismo de
reprogramacao aos linfécitos T CD8+ disfuncionais. As células T CD8+ ao se ligarem
ao antigeno tumoral e ativarem o estado efetor, induzem a expressao de citocinas,
INF-y, proteinas necessarias para migrar no tecido celular e promover a morte celular,
além de, promover remodelagao ao longo do genoma. Entretanto, essa estimulagao
continua promove um estado disfuncional (plastico ou fixo), o qual as células T CD8+
vao parando de responder aos estimulos e adquirem um fendtipo de exaustido
(GHONEIM et al., 2017; JONES, 2019). No entanto, apenas a associagao da
imunoterapia com os iDNMT foi capaz de reverter o estado disfuncional fixo e essa
associacgao teve a capacidade de reverter um estado em que as células T CD8+ néao
respondiam ao estimulo em um estado funcional responsivo.

Esses resultados promissores demonstram cada vez mais o valioso papel da
associagao da imunoterapia com os agentes desmetilantes (GHONEIM et al., 2017).
Entretanto, os iDNMTs atualmente disponiveis na clinica promovem consideravel
toxicidade aos pacientes e sO sao utilizados no tratamento da sindrome
mielodisplasica e leucemia mieloide aguda. Isso ressalta ainda mais importancia e a

necessidade da descoberta de drogas desmetilantes menos toxicas e que possam ser



utilizadas futuramente associadas a imunoterapia (ISSA; KANTARJIAN, 2009; SABA,
2007).

2.6 PEPTIDEO SEMELHANTE AO GLUCAGON-1 (GLP-1)

O intestino promove a secregao de determinados horménios intestinais para
auxiliar no processo digestivo e na absor¢ao dos alimentos. O peptideo semelhante
ao glucagon-1 (GLP-1) é um peptideo produzido a partir do gene pré-glucagon e
secretado pelas células L-enteroenddcrinas, localizadas no ileo e no colon do
intestino, em resposta a ingestdo de alimentos (EISSELE et al., 1992; MOJSOV;
WEIR; HABENER, 1987).

Evidéncias sugerem que o GLP-1 ndo é produzido apenas nas células L-
intestinais, mas também nas células a-pancreaticas, embora em niveis muito mais
baixos que o glucagon. No entanto, verificou-se que ocorre a expressao do receptor
GLP-1 em varios 6rgéos além do pancreas e intestino, como coragéo, rins, pulmoes,
estdmago e cérebro (FAVA; DONG; WU, 2016; PYKE et al., 2014).

A ligagdo do GLP-1 ao seu receptor (RGLP-1) pertencente a classe dos
receptores acoplados a proteina G, promove ativacéo da proteina adenilato ciclase, o
que resulta na formagdo de cAMP. Assim, o aumento de cAMP ativa proteinas
quinases A (PKA) e proteinas de troca diretamente associadas a cAMP (EPAC),
também denominadas cAMP-GEFs (fatores de troca de nucleotideos de guanina
regulados por cAMP). A ativagdo das vias PKA e EPAC culmina em diversos
resultados funcionais induzidos por GLP-1, dentre eles, alteracdo da atividade dos
canais ibnicos, aumento do calcio intracelular e potencializagcdo da exocitose de
granulos contendo insulina. Além disso, essas proteinas quinase efetoras também
fosforilam polipeptideos da familia Ras e acabam estimulando a via das proteinas
quinases ativadas por mitdgenos relacionada a divisdo e crescimento celular
(DYACHOK et al., 2006; HOLST et al., 2007; HOLZ, 2004).

O horménio GLP-1 exerce efeitos na regulacdo da glicemia ao estimular a
secregao de insulina dependente de glicose e inibir a liberagdo de glucagon. Além
disso, retarda o esvaziamento gastrico e aumenta a sensagédo de saciedade, bem
como, atua na expressdo génica de pro-insulina e nas vias anti-apoptoéticas e de
proliferagao das células f (DRUCKER, 2006).

A inativacdo da incretina GLP-1 é mediada por uma serina protease



constituida de 766 aminoacidos conhecida como dipeptidil peptidase-4 (DPP-4). Sua
forma enzimaticamente ativa encontra-se soluvel na circulacado e é responsavel pela
clivagem de horménios peptideos que apresentem alanina ou prolina no penultimo
residuo N terminal (DRUCKER, 2006; KIEFFER; MCINTOSH; PEDERSON, 1977;
MENTLEIN; GALLWITZ; SCHMIDT, 1993). A degradagédo do GLP-1 pela DPP-4
ocorre em aproximadamente 2 minutos e limita os efeitos do GLP-1 na homeostase
da glicose. Dessa forma, ja foram desenvolvidas diversas drogas analogas ao GLP-1
qgue nao sofrem influéncia da degradagao mediada pela DPP-4 e, consequentemente,
apresentam efeitos mais duradouros, dentre elas, destaca-se a dulaglutida (LEE; LEE,
2017; MENTLEIN; GALLWITZ; SCHMIDT, 1993).

2.6.1 Analogos GLP-1

Em resposta a hiperglicemia, os analogos GLP-1 (GLP-1A) promovem o
aumento da secregdo de insulina e inibem a secre¢cdo de glucagon. Entretanto,
quando os niveis glicémicos ja estao baixos, eles mantém uma resposta adequada de
glucagon e isso evita picos hipoglicémicos frequentemente relatados com outras
abordagens terapéuticas, como por exemplo, com a administracdo de insulina
(CONCEICAOQ; SILVA, 2017; KURITZKY et al., 2014).

Atualmente, ja existem diversos GLP-1A aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA), tais como exenetida e lixisenatida de curta duracéo, liraglutida
com duragédo intermediaria, exenetida de liberagc&o prolongada, albiglutida, dulaglutida
e, semaglutida nas formulagdes para via subcutédnea e oral. Na tabela abaixo,
podemos destacar as principais diferengas quanto a posologia e duragéo dos efeitos
entre os GLP-1A (TABELA 1).

TABELA 1- ANALOGOS GLP-1 DISPONIVEIS NA TERAPIA DE DIABETES MELLITUS TIPO 2

Principio ativo; Frequéncia Duragao Dosagem recomendada
nome comercial da dose
Exenatida Diaria Curta duragdo 5 ug por via subcutéanea 2 vezes ao
(Byetta ®); dia 60 minutos antes das refei¢des;
AstraZeneca apos 1 més, pode aumentar para 10

Mg com base na resposta clinica



Lixisenatida
(Lyxumia ®);

Sanofi

Liraglutida
(Victoza ®);

Novo Nordisk

Exenatida QW
(Bydureon ®);
AstraZeneca
Albiglutida
(Tanzeum ®);
GlaxoSmithKline

Dulaglutida
(Trulicity ®);
Eli Lilly

Semaglutida
(Ozempic®)

Novo Nordisk

Semaglutida
(Rybelsus®)

Novo Nordisk

Diaria

Diaria

Semanal

Semanal

Semanal

Semanal

Diaria

Curta duragao

Duracéao

intermediaria

Longa duragéao

Longa duragéao

Longa duragéao

Longa duragéo

Curta duragao

10 ug por via subcutéanea por dia
dentro de 1 hora antes da primeira
refeicdo; no dia 15, aumentar para 20
Mg uma vez ao dia

0,6 mg por via subcutanea uma vez
ao dia por 1 semana, depois
aumentar para 1,2 mg uma vez ao
dia; caso necessario a dose pode ser
aumentada para 1,8 mg por via
subcutanea uma vez ao dia

2 mg por via subcutédnea a cada 7

dias com ou sem refeicoes

30 mg por via subcutanea uma vez

por semana; caso hecessario

aumentar para 50 mg por via
subcutanea uma vez por semana

0,75 mg por via subcutanea uma vez
necessario,

por semana; Ccaso

aumentar para 1,5 mg por via
subcutanea uma vez por semana
0,25 mg por via subcutanea uma vez
por semana. Apds 4 semanas, a
dose deve ser aumentada para 0,5
mg. Caso necessario, pode-se
ajustar para 1 mg uma vez por
semana

3 mg via oral uma vez ao dia por 30
dias. Posteriormente utilizar 7 mg
diariamente. Caso necessario, a
dose pode ser ajustada para 14 mg

ao dia

FONTE: Autora (2020).

NOTA: Os analogos GLP-1 aprovados pelo FDA. A tabela retrata as respectivas posologias, vias de
administragao e duragdes das doses. Além disso, ambos os farmacos ja foram aprovados pela ANVISA,



sendo a liraglutida aprovada em 2010, exenatida aprovada em 2012, albiglutida em 2015, dulaglutida
em 2016 e semaglutida aprovada em 2018.

Os analogos GLP-1 apresentam homologia semelhante ao GLP-1 enddgeno
e, ao se ligarem ao receptor GLP-1, eles mantém os efeitos promovidos pelo GLP-1
independente do estimulo das refei¢des. A semaglutida (Rybelsus®, Novo Nordisk),
aprovada recentemente pelo FDA em 2019, trouxe novas perspectivas a terapia
clinica ao conseguir ser o primeiro analogo GLP-1 formulado para administragao via
oral no tratamento de DM2 (BUCHEIT et al., 2019; KNUDSEN; LAU, 2019).

Um estudo em nosso laboratorio utilizando liraglutida (Victoza®, Novo
Nordisk) evidenciou atividade antitumoral em modelo de carcinoma mamario murino
e em linhagens tumorais de mama, provavelmente devido a sua atividade iDNMTs
(CHEQUIN et al., 2020 — submetido).

Essa valiosa descoberta é de extrema importancia clinica, visto que,
atualmente, € emergente o reposicionamento de farmacos para tratar patologias
diferentes das quais eles foram inicialmente propostos (PUSHPAKOM et al., 2018).
Esta possibilidade vem sendo estudada na terapéutica de neoplasias malignas devido
ao fato dos mecanismos moleculares de algumas patologias apresentarem vias
semelhantes as das células tumorais em desenvolvimento (GUPTA et al., 2013;
WURTH et al., 2016). O fato desses farmacos ja estarem disponiveis na clinica, bem
como, possuirem diversos ensaios farmacocinéticos, farmacodinamicos e
toxicolégicos aprovados, possibilitaria uma disponibilizagdo de forma muito mais
rapida e segura quando comparados ao desenvolvimento de novas drogas
(BARRINGTON et al., 2011; YOSHINAKA et al., 2002).

As vantagens dessa nova estratégia consistem basicamente em trés etapas,
tais como o baixo risco de falha na producao, curto tempo de desenvolvimento e
reducéo no investimento financeiro. Os custos regulatérios e da fase Ill podem
permanecer semelhantes quando comparados ao desenvolvimento de um novo
medicamento na mesma indicagdo, mas ainda pode haver uma economia substancial
nos custos pré-clinicos e nas fases | e Il (PUSHPAKOM et al., 2018). Além da redugao
dos custos de producdo de 2-3 bilhdes de dodlares para 300 milhdes de dodlares,
existem diversas vantajosas ferramentas que auxiliam na formulagdo de novas
hipoteses terapéuticas, como as abordagens computacionais que permitem
correlacionar a expressdo génica, estrutura quimica, dados genotipicos ou

protedmicos, registros eletrénicos de saude, interagbes moleculares entre ligantes e



alvos, bem como, efeitos adversos entre medicamentos e fendtipos clinicos
(PUSHPAKOM et al., 2018).

2.6.2 Dulaglutida

Devido ao sucesso evidenciado no tratamento de DM2 com analogos GLP-1
como exenatida e liraglutida, a busca por novos farmacos dessa classe, que
apresentassem efeitos mais duradouros e/ou mais potentes, tornou-se foco de muitas
pesquisas. Em 2010, foi desenvolvida uma proteina analoga ao GLP-1 fusionada a
por¢cdo Fc da imunoglobulina G (IgG4) que apresentava caracteristicas
farmacocinéticas prolongadas (GLAESNER et al., 2010). Segue abaixo a estrutura do

GLP-1 e de alguns dos seus analogos, dentre eles, a dulaglutida (FIGURA 12).

FIGURA 12 — ESTRUTURA QUIMICA DO GLP-1 E SEU ANALOGO

DPP-4
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Q0 ~[l (AstraZeneca)
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GLP-1 inative

Dulaglutida: Trulicity &
(Eli Lilly)
Liraglutida: Victoza ®
(Novo Nordisk)

FONTE: Adaptado de Conceicao (2017).

NOTA: O GLP-1 (do inglés, glucagon like peptide-1) é degradado e inativado pela enzima dipeptidil-
peptidase-4 (DPP-4) em aproximadamente 2 minutos. Os derivados peptidicos estruturalmente
analogos empregados como farmacos agonistas dos receptores GLP-1 apresentam estrutura
semelhante ao GLP-1 endégeno, porém, com algumas alteragdes estruturais que proporcionam uma
maior meia-vida, como a modificagdo da Alanina pela Glicina que evita a degradacéo pela DPP-4
(indicado pela seta preta). Obs.: Os aminoacidos em vermelho demonstram as diferengas entre o GLP-
1 enddgeno e seus andlogos. J4 os aminoacidos em laranja correspondem ao peptideo ligante presente
na dulaglutida.

A molécula LY2189265, posteriormente referenciada como dulaglutida,

(Trulicity®, Lilly) foi aprovada pela ANVISA em 2016. Sua estrutura consiste em duas



cadeias idénticas ligadas por pontes dissulfeto, cada uma contendo uma sequéncia
analoga do GLP-1 ligada covalentemente a por¢cado Fc da IgG4 modificada por um
peptideo ligante (FIGURA 13) (ELI LILLY DO BRASIL LTDA, 2015; GLAESNER et al.,
2010).

FIGURA 13 - ESTRUTURA MOLECULAR DA DULAGLUTIDA
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FONTE: Adaptado de Kuritzky e colaboradores (2014).

NOTA: Estrutura da molécula dulaglutida e da imunoglobulina G. A) A regido Fc na dulaglutida é
alterada em 2 residuos de aminoacidos para reduzir a ligagdo aos receptores celulares Fc e impedir a
dimerizacdo da molécula de dulaglutida com IgG4 endégena. Um ligante composto por dissulfeto atua
para ligar as duas cadeias de dulaglutida. B) Em verde, a composicdo dos aminoacidos
correspondentes ao analogo GLP-1 (7-37) e a regido do ligante da dulaglutida (azul). As posi¢des 8,
22 e 36 indicam aminoacidos modificados da dulaglutida comparados ao GLP-1 humano. As mesmas
cores utilizadas para representar tanto o item A quanto o B correspondem as mesmas regides da
molécula.

Esse peptideo ligante inserido entre a regidao C-terminal do analogo GLP-1 e
a regiao N-terminal da IgG permitiu que a poténcia aumentasse 4 vezes quando
comparada ao analogo GLP-1 livre. Entretanto, a IgG1 foi substituida por uma IgG4
modificada e otimizada em duas posigdes selecionadas (F234A e L235A) para reduzir
a interacao com os receptores Fcy de alta afinidade (FcyR) (GLAESNER et al., 2010).
A 1gG1 humana se liga a um receptor Fc de alta afinidade (FcyRI), enquanto

que a IgG4 se liga a FcyRI com uma afinidade dez vezes menor. Sendo assim, o



isotipo 1IgG4 demonstrou ser incapaz de ativar o complemento, bem como, nao é
capaz de promover citoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos
(ADCC) (GLAESNER et al., 2010).

Também houve preocupagdo quanto ao reconhecimento de epitopos
estranhos pelas células T. Esses epitopos podem ser previstos com ferramentas in
silico modernas, como o algoritmo EpiMatrix, o qual demonstrou que a substituicao de
um residuo de glicina por arginina na posi¢ao 36 do GLP-1 era capaz de remover o
potencial de reconhecimento de epitopo pelas células T sem afetar a atividade in vitro
da molécula (GLAESNER et al., 2010; GROOT; MOISE, 2007).

A fusado da porcao Fc da IgG4 ao analogo GLP-1 também é responsavel pela
reducdo na depuracao da dulaglutida, visto que, o grupamento Fc permite que a meia-
vida plasmatica dela seja prolongada ao ser confundida com uma imunoglobulina IgG
e reciclada pelo receptor Fc neonatal (FcRn) (PECHTNER et al., 2017;
SOCKOLOSKY; SZOKA, 2015). A dulaglutida apresenta 90% de homologia quando
comparada ao GLP-1 enddégeno. Farmacocineticamente, ela apresenta uma
concentragao plasmatica maxima em humanos de 114 ng/ml que € atingida em 48
horas e seu volume médio de distribuicdo apdés a administracédo de 1,5 mg de
dulaglutida é de 17,4 litros (ELI LILLY DO BRASIL LTDA, 2015).

A estrutura molecular desse farmaco otimiza a protegao contra a degradacgao
mediada pela DPP-4 através da modificagdo de um residuo de alanina por uma glicina
na posi¢do 8 (FIGURA 13B). O seu grande tamanho molecular (59669,81 g.mol™")
também é responsavel por promover uma eliminagdo mais lenta (0,107 L/h), a qual é
evidenciada por uma meia-vida de 4,7 dias que permite com que sua aplicagciao seja
realizada semanalmente (ELI LILLY DO BRASIL LTDA, 2015).

Uma das necessidades clinicas mais proeminente no cancer de mama é o
desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas eficazes contra tumores TNG, visto
que, eles ndo apresentam uma terapia mais direcionada como os outros subtipos
(GYORFFY et al., 2015). Outros analogos GLP-1 apresentaram resposta antitumoral
promissora no cancer de mama e despertaram o nosso interesse na analise do
potencial antitumoral da dulaglutida no cancer de mama (CHEQUIN, 2018;
LIGUMSKY et al., 2012).

Diferentemente dos outros GLP-1A com atividade antitumoral ja avaliados, a
estrutura molecular da dulaglutida permite uma aplicagdo semanal, o que poderia

proporcionar uma maior adesao terapéutica ao reduzir o sofrimento das pacientes



submetidas ao tratamento injetavel (PECHTNER et al.,, 2017). Além disso, essa
molécula pode também desempenhar uma resposta antitumoral mais promissora que
os outros GLP-1A, visto que, ja foi evidenciada como op¢ao injetavel mais eficiente a
uma ampla gama de pacientes com DM2 (MODY et al., 2018; PATEL et al., 2019).

3 JUSTIFICATIVA

O analogo GLP-1 liraglutida utilizado no tratamento de DM2 demonstrou
recentemente, em estudos no nosso laboratério, capacidade de promover efeito
antitumoral em modelo murino de carcinoma mamario e em linhagens de cancer de
mama. Sendo que, a liraglutida demonstrou atividade desmetilante global no genoma
ao atuar diretamente sobre as DNMTs, bem como, promoveu desmetilagdo de genes
importantes relacionados a reduc&o da malignidade celular no cancer de mama, como
o0 ADAM33 e o CDH1 (CHEQUIN et al., 2020 — submetido).

Diferentemente da liraglutida que necessita aplicagdo subcutanea diaria,
sabemos que a dulaglutida pode ser administrada semanalmente por apresentar uma
meia-vida mais ampla e, dessa forma, melhorar a qualidade de vida dos pacientes
(ELILILLY DO BRASIL LTDA, 2015; GLAESNER et al., 2010). Além disso, estudos in
vitro conduzidos por Sledz (2019) em nosso grupo evidenciaram que a dulaglutida
promovia reducéo da metilacdo global do DNA superior a evidenciada pela liraglutida
e, inclusive, mais efetiva que o proprio decitabine, agente desmetilante utilizado como
controle.

Esse mesmo estudo demonstrou, através da técnica de PCR metilagao
especifica (MSP), capacidade da dulaglutida em promover desmetilagdo parcial de
alguns CpGs especificos da regiao promotora dos genes ADAM33, CDH1 e ESR1.
Entretanto, essa técnica ndo tem a capacidade de demonstrar a atividade
desmetilante promovida pelo farmaco na sua totalidade, visto que, avaliou a
desmetilacdo apenas em pontos especificos nesses genes (SLEDZ, 2019). Portanto,
apesar desses resultados promissores da dulaglutida ja terem sido evidenciados in
vitro, o presente estudo teve como objetivos avaliar se, de fato, ocorre reducéo do
perfil de metilagdo do promotor do gene ADAM33 e ndo somente analise pontual de
algumas regides conforme ja descrito (SLEDZ, 2019). Da mesma forma que busca
comprovar a promogao da atividade antitumoral pela dulaglutida, resultado que ainda

nao foi evidenciado até o presente momento utilizando modelo tumoral in vivo.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade do farmaco dulaglutida em promover atividade antitumoral

e efeito desmetilante no gene supressor de tumor ADAM33.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar a capacidade desmetilante in vitro no promotor do gene ADAM33
humano através da clonagem e sequenciamento do DNA da linhagem MDA-MB-231

apos tratamento com dulaglutida e compara-lo ao controle n&o tratado.

v Verificar se a dulaglutida promove efeito antitumoral em modelos de tumor
de Ehrlich em camundongos através da comparagdo do efeito redutor no volume

tumoral.

v Avaliar e comparar a histologia dos tumores e tecido hepatico entre os

grupos controle e tratado com dulaglutida in vivo.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 ENSAIOS IN VITRO

5.1.1 Ensaios biolégicos

A linhagem tumoral de mama MDA-MB-231 utilizada neste trabalho foi
adquirida da ATCC, cultivada em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM de glutamina e 40 ug/ml de garamicina e mantida
sob atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C, conforme protocolo sugerido pela ATCC.
Aproximadamente 3 x 10° células de MDA-MB-231 foram cultivadas em placa de 6
pocos e submetidas a 24 horas de tratamento com dulaglutida 1,7 nM (Trulicity®, Lilly)
(SLEDZ, 2019). Posteriomente, os DNAs da linhagem MDA-MB-231 controle e tratada
foram extraidos com o kit All Prep DNA/RNA (Qiagen), conforme especificagdes do

fabricante.



5.1.2 Tratamento com Bissulfito de Sddio

As amostras de DNA extraidas foram quantificadas no espectrofotémetro
Nanodrop2000 e submetidas ao tratamento com bissulfito de sddio do kit Epitec
(Qiagen), de acordo com as especificagdes do fabricante.

Este tratamento permite analisar o perfil de metilacdo das amostras de DNA a
partir da deaminacado de citosinas desmetiladas que s&o convertidas a uracilas,
enquanto as citosinas metiladas ndo sao afetadas. Apés uma amplificagédo por PCR
do DNA tratado, as uracilas sdo substituidas por timinas e as citosinas originalmente
metiladas sdo mantidas como citosinas. Desta forma, a partir do sequenciamento foi

possivel avaliar perfil de metilagdo do promotor do gene ADAM33.

51.3 Avaliacdo do Perfil de Metilacdo do Promotor do Gene ADAM33

As amostras de DNA da linhagem MDA-MB-231 extraidas e tratadas com o
composto bissulfito de sddio foram amplificadas utilizando os pares de iniciadores
B33F1: 5 AGG GAG TTATGTTTITTTG TTT TGT TAG 3’ e B33R1: 5 ATT ACC TAA
ACC TTC CTATCC TTA 3’ para PCR Nested 1 e B33F2: 5 GGG TTA GTT TAA GTA
TAT TTG AG 3’ e B33R2: 5 ACA CCC AAT ACA AAT AAA TAA CC 3 para PCR
Nested 2 (SENISKI et al., 2009).

Os fragmentos amplificados por PCR nested foram purificados em gel de

agarose 1% utilizando QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) com as especificagdes
do fabricante. Para a clonagem dos fragmentos foi utilizado o plasmideo pGEM®-TEasy
(Promega). O produto de ligagdo foi transformado em bactérias Escherichia coli
(TOP10) quimiocompetentes, obtidas previamente através da técnica utilizando
CaClz. As bactérias transformadas foram selecionadas por a-complementacédo em
placas de petri contendo meio LB-Agar e marcadores de selecéo proprios do vetor,
sendo eles, estreptomicina 20 ug/pL (para selegao da estirpe de E. coli) e ampicilina
250 ug/uL (marca de selecdo do vetor); X-gal 25 yg/mL e IPTG 45 pg/mL. Pelo menos
8 colbnias brancas foram selecionadas e analisadas por PCR para confirmacdo do
inserto. Apos essa etapa, os clones foram submetidos a extracdo do DNA plasmidial
utilizando o protocolo do QIlAprep spin (Qiagen) conforme especificagbes do
fabricante. Para tanto, os clones positivos foram crescidos em meio liquido LB

contendo ampicilina 250 mg/mL, incubagédo de 37°C e agitagdo de 180 — 220 rpm



durante 14 a 16 horas.

Apods a purificagdo, as amostras de DNA foram submetidas as reagdes de
sequenciamento através da utilizagdo do Kit Big Dye Terminator v.3.0 (Applied
Biosystems) e os produtos foram submetidos a eletroforese capilar no sequenciador
automatico ABI 2500 XL (Applied Biosystems). As reagdes obtidas através do
sequenciamento foram analisadas utilizando o software BioEdit e as sequéncias de
DNA foram comparadas pelo software ClustalW, o qual permitiu evidenciarmos os

padrdes de metilagdo observados no controle e no tratamento com a dulaglutida.

5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.2.1 Modelo Tumoral de Ehrlich

Para os ensaios in vivo o protocolo foi aprovado pelo comité de ética animal do
setor de ciéncias bioldgicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR
— 1082). Dessa forma, camundongos fémeas da espécie Mus musculus tipo Swiss
pesando entre 25 e 30 g foram separadas em 4 grupos. O carcinoma de Ehrlich € um
carcinoma maligno de origem mamaria que apresenta rapida proliferagéo e células
indiferenciadas. Inicialmente, as células tumorais de Ehrlich foram cultivadas na forma
de ascite (EAC) e a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de exclusao por azul de
tripan (OZASLAN et al., 2011). Depois disso, o modelo sélido de carcinoma de Ehrlich
foi induzido em todos os camundongos do estudo a partir da inoculagéo subcuténea
de 2,5 x 10° células viaveis de EAC, diluidas em solucéo salina, na regido pélvica do
membro inferior direito de cada animal. Os animais foram submetidos a livre demanda
de agua e alimento, sob controle de luz 12/12h e temperatura + 22°C.

Os grupos contendo sete animais cada foram: 1) controles néo tratados, que
receberam apenas as células tumorais de Ehrlich; 2) grupo de controles tratados, que
receberam inje¢cdes de metotrexato 2,5 mg/kg (MTX) a cada intervalo de 4 dias
(ABDEL-RAHMAN; KABEL, 2012; SRIKANTH et al., 2002); 3) o grupo do tratamento
com dulaglutida, que receberam injegbes semanais da dose alométrica 0,14 mg/kg
(calculada com base na dose de dulaglutida 1,5 mg/0,5ml utilizada na clinica no
tratamento de DM2) (PACHALY; BRITO, 2001); 4) o grupo dos tratamentos com MTX
(1,5 mg/kg) associado a dose de dulaglutida (0,07 mg/kg) que correspondente a dose

de 0,75 mg/0,5ml de dulaglutida (também utilizada na clinica). Todos os tratamentos



tiveram segmento por 21 dias (FIGURA 14). Ao final do 21° dia, os animais foram
sedados e eutanasiados para coleta do tumor e figado, coleta sanguinea e pesagem
dos 6rgaos. As medidas dos tumores dos camundongos foram aferidas desde o 7° até
0 21° dia com auxilio de um paquimetro. O volume foi calculado através da férmula V
=L x W? x 0,52, onde L corresponde ao maior didmetro e W corresponde ao menor
didmetro (MISHRA et al., 2018).

FIGURA 14 — TRATAMENTO /N VIVO EM MODELO TUMORAL DE EHRLICH
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FONTE: Autora (2020).

NOTA: Apods inoculagdo da ascite com as células tumorais de Ehrlich (EAC) os camundongos foram
tratatos conforme o esquema acima. A aplicagédo de dulaglutida foi realizada semanalmente e a de MTX
respeitou um intervalo de 4 dias entre cada aplicagao.

5.2.2 Analise dos parametros sanguineos

Amostras sanguineas coletadas no 21° dia do experimento foram utilizadas
para avaliacdo de alguns parametros bioquimicos como creatinina, albumina,
globulina, proteinas totais, transaminases hepaticas (AST/ALT), bem como,
hemograma e contagem de plaquetas e, os resultados foram disponibilizados pelo
Hospital Veterinario da Universidade Federal do Parana. A analise glicémica dos
camundongos foi realizada através de duas coletas, a 1% apos 10 dias da inoculagéo
das células tumorais (EAC) e a 22 coleta apds 10 dias da 12 coleta. Ambas as amostras
sanguineas foram coletadas das caudas dos animais do grupo controle, do grupo

dulaglutida e do grupo dulaglutida associado ao metotrexato com auxilio de uma



agulha, e as glicemias foram aferidas através da utilizagdo do aparelho Accu-Chek
Active®.

5.2.3 Analise Histoldgica

Os fragmentos dos tumores e do tecido hepatico foram fixados em solugao
de formalina 10% em temperatura ambiente por 48 horas. Posteriormente, o material
foi desidratado utilizando incubagdes sucessivas com etanol e xilol e incluidos em
blocos de parafina. As regides dos tecidos seccionados com o auxilio de um
micrétomo foram coradas com hematoxilina/eosina e analisadas por microscopia
optica. As imagens das laminas foram obtidas em scanner de laminas (Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) no Centro de Tecnologias Avancadas em Fluorescéncia
(CTAF) da Universidade Federal do Parana.

5.3 ANALISES ESTATISTICAS

Para os experimentos realizados nesse trabalho, foram calculados a média e
desvio padrao e, os dados foram avaliados usando ANOVA ou t test student, com
auxilio do software Prisma. Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



6 RESULTADOS

6.1 ANALISE DO PERFIL DE METILACAO DO PROMOTOR DO GENE ADAM33
IN VITRO

Para amplificagdo do fragmento desejado correspondente a ilha-1 CpG (CGI1)
do gene ADAM33 (FIGURA 15), foi utilizada a técnica de nested PCR. Essa técnica é
empregada no intuito de promover aumento da sensibilidade e especificidade, visto
que, ao tratarmos o DNA com o composto bissulfito de sédio podem ocorrer quebras

no DNA do material analisado.

FIGURA 15 — AMPLIFICACAO DA ILHA-1 DO GENE ADAM33
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FONTE: A Autora (2020).

NOTA: Produto da amplificagéo da nested 2 correspondente a ilha-1 do gene ADAM33 que foi aplicado
em gel de poliacrilamida e corado com nitrato de prata. O primeiro caminho corresponde ao marcador
molecular 100 pb Ladder, o segundo corresponde ao controle negativo da reagcdo (NO) e o ultimo
contém o fragmento correspondente a CGI1 (861 pb) do gene ADAM33, onde esta localizado o
promotor do gene.

Posteriormente, esse produto foi amplificado novamente em maiores
quantidades para que pudesse ser realizada a purificagdo do fragmento em gel de
agarose 1% (FIGURA 16). Apds a purificagdo, o produto de PCR foi ligado ao
plasmideo pGEM®-TEasy e essa ligagao foi transformada em bactérias Escherichia
coli quimiocompetentes (TOP10). Pelo menos 8 colénias foram selecionadas pela
técnica da a-complementagao e foram submetidas a reagcdo de PCR (FIGURA 17)

para a verificacdo da presenca do inserto. Posteriormente, o DNA plasmidial foi



extraido e submetido a reagdo de sequenciamento (FIGURA 18).

FIGURA 16 — PURIFICAGAO DO PRODUTO DE PCR
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FONTE: A Autora (2020).

NOTA: Etapas realizadas para purificagdo da CGI1 do gene ADAM33. A) O produto de 5 amplificagdes
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%, essa grande quantidade de produto de PCR
permitiu a purificacdo do fragmento desejado através do kit QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen). A
primeira linha (MM) corresponde ao marcador molecular 100 pb, a segunda linha (PP) corresponde ao
fragmento desejado de 861 pb correspondente a CGI1 do gene ADAM33, enquanto que a ultima linha
(NO) corresponde ao controle negativo da reagdo. B) Produto purificado apds eletroforese em gel de
agarose 0,8%. A primeira linha corresponde ao pGEM (100 ng/uL), DNA utilizado para controle da
concentragao do fragmento, enquanto que a segunda linha (PP) corresponde ao fragmento purificado.

FIGURA 17 — PCR DE COLONIA DOS CLONES SELECIONADOS
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FONTE: A Autora (2020).
NOTA: PCR de colbnia. A primeira linha corresponde ao marcador de massa molecular de 100 pb
Ladder; a segunda linha é o controle negativo da reagéo (NO) e os clones de 1-8, os quais contém o

fragmento de 861 pb clonado.

A linhagem MDA-MB-231 sem tratamento, semelhante ao que ja foi
evidenciado por (SENISKI et al., 2009), apresentou o gene ADAM33 densamente
metilado (91,2%) com a presenga dos CpGs 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15,
16, 17, 20, 21, 22, 24, 28, 31, 32, 41, 42, 43, 45, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 71, 72, 73, 74 e 75 metilados 100%, resultado que totaliza 45 dos 77
CpGs presentes na CGI-1 (FIGURA 18A). Surpreendentemente, na linhagem tratada
com dulaglutida, apenas 13 dos 77 CpGs presentes na ilha CpG-1 do gene ADAM33
se apresentaram 100% metilados (FIGURA 18B), demonstrando uma redugdo no
perfil de metilagdo de 91,2% para 60,9% apods o tratamento de 24 horas com

dulaglutida 1,7 nM, resultado que ratifica a sua capacidade desmetilante.

FIGURA 18 — PERFIL DE METILACAO DO PROMOTOR DO GENE ADAM33
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FONTE: A Autora (2020).

NOTA: Perfil de metilagao dos 77 CpGs presentes na regido promotora do gene ADAM33. A) Linhagem
MDA-MB-231 controle. B) Linhagem MDA-MB-231 tratada com dulaglutida. O perfil de metilagéo foi
realizado com base na metilagdo individual de cada CpG entre os 8 clones analisados e,



posteriormente, calculado através da média da metilagédo entre os 77 CpGs.

6.2 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTITUMORAL DA DULAGLUTIDA EM
MODELOS DE TUMOR DE EHRLICH MURINO

Para avaliar o efeito da dulaglutida in vivo, foram utilizados modelos de tumor
de Ehrlich. O crescimento tumoral ao longo do experimento proporcionou uma curva
de crescimento bastante acentuada e, ao final do experimento, foi possivel evidenciar
que os animais controles que nao foram submetidos aos tratamentos apresentaram

um crescimento tumoral significativamente maior que os tratados (FIGURA 19).

FIGURA 19 — AVALIACAO DO EFEITO ANTITUMORAL EM TUMORES DE EHRLICH
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FONTE: A autora (2020).

NOTA: Efeito da dulaglutida sobre o tamanho dos tumores de Ehrlich. O grafico representa o
acompanhamento diario dos tamanhos dos tumores ao longo do experimento. O volume tumoral foi
calculado, estando representados os tumores controles, tratados com dulaglutida, com o quimioterapico
metotrexato e com a associagado entre metotrexato e dulaglutida. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001,
quando comparados com aos controles.

O metotrexato (MTX) € um inibidor de sintese do acido félico utilizado no
tratamento do cancer desde 1948 (WU et al., 2010). Essa quimioterapia de ampla
acao possibilita a atuacdo em diversos tipos de neoplasias, como leucemias, no
cancer de mama, pulmao, entre outros (KOZMINSKI et al., 2020). O MTX é a
quimioterapia padrao utilizada em tumores de Ehrlich e foi a responsavel pela maior
reducao tumoral evidenciada no experimento, resultado que se assemelha ao obtido
nos estudos que avaliaram a atividade antitumoral da liraglutida (CHEQUIN, 2018).

Da mesma forma que o MTX, os tratamentos com dulaglutida foram capazes

de reduzir significativamente o crescimento dos tumores. A combinagéo da dulaglutida
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ao MTX promoveu a redugao tumoral ainda mais pronunciada quando comparada a
utilizagédo da dulaglutida de forma isolada. Nessa associacéo foi utilizado a metade da
dose da dulaglutida combinada a dose de 1,5 mg de metotrexato e obteve-se uma
curva-resposta semelhante a evidenciada pelos camundongos do grupo MTX, os
quais foram tratados com 2,5 mg de metotrexato, dose superior de 1 mg.

Além desses resultados promissores evidenciados in vivo, ndo ocorreram
alteragdes significativas no peso do figado (FIGURA 20A), rins (FIGURA 20B), bacgo
(FIGURA 20C) e pulmdes (FIGURA 20D), o que indica que os tratamentos n&o estéo
promovendo toxicidade a ponto de alterarem a anatomia desses &rgaos

mascroscopicamente.

FIGURA 20 — EFEITO DA DULAGLUTIDA SOBRE 0S ORGAOS DOS CAMUNDONGOS
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FONTE: A autora (2020).

NOTA: Efeito da dulaglutida sobre o peso dos 6rgaos dos camundongos ao final do experimento. A)
Peso do figado. B) Peso dos Rins. C) Peso do Bago. D) Peso dos Pulmdes. Estéo representados os
tumores controles, tratados com dulaglutida, com o quimioterapico metotrexato e com a associagao
entre metotrexato e dulaglutida.

6.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS

Para realizagdo da analise dos padrbes bioquimicos e hematoldgicos, foram
utilizadas as amostras sanguineas coletadas ao final do 21° dia. Nao foram
identificadas alteracbes significativas entre os grupos nas analises de creatinina,
albumina, globulina, proteinas totais, transaminases hepaticas (AST/ALT), nem
evidenciados disturbios no hemograma e na contagem de plaquetas (TABELA 2 e 3).
Além disso, como ja esperado, os grupos utilizando dulaglutida ndo foram capazes de

promover alterac¢des significativas na glicemia dos camundongos (FIGURA 21).



TABELA 2 — PARAMETROS HEMATOLOGICOS DOS CAMUNDONGOS

Grupos
Parametro Veiculo MTX DULA MTX + DULA
Leucocitos (x103.uL-") 4,2 +3,45 5,6 +£1,90 6,35+ 2,59 5,00 + 2,36
Linfocitos (%) 55,6 + 8,71 52,2+ 11,82 54,75 + 13,21 63,80 + 12,21
Monécitos (%) 6,9 +1,89 4,95 + 1,67 6,95 + 2,04 3,90 + 1,56
Granuldcitos (%) 35,6 + 8,59 43,5+ 11,59 37,90+12,99 30,90+ 11,24
Hemoglobina (g/dL) 12,6 £ 0,64 12,35+ 0,78 11,80 £ 0,76 11,70 £ 1,03
Hemacias (x108.uL") 8,76 + 0,60 8,52+ 0,33 8,26 + 0,56 7,99 + 1,11
Plaquetas (x103.uL"") 318,0 + 159,68 436,0 £ 82,0 262,0 + 114,96 419,0 + 154,18

NOTA: Os dados representam a média + desvio padrdo com n = 7. MTX — Metotrexato; DULA —
Dulaglutida. Nao foram observadas diferengas significativas.

FONTE: A autora (2020).

TABELA 3 - PARAMETROS BIOQUIMICOS SANGUINEOS DOS CAMUNDONGOS

Grupos
Parametro Veiculo MTX DULA MTX + DULA
ALT (U.L) 39,5+ 1147 47,00 £ 18,17 37,70 £ 21,88 28,20 £ 9,05
AST (U.L) 151,7 £ 67,92 282,00 £ 53,09 231,60+42,33 226,90 £ 46,61
Creatinina (mg/dL) 0,50 £ 0,08 0,40 £ 0,09 0,40 £ 0,04 0,40 £ 0,08
Globulina (g/dL) 2,80 £ 0,49 2,09 £ 0,28 2,80 £ 0,98 2,30 = 1,01
Albumina (g/dL) 2,00 £ 0,33 1,09 £ 0,27 2,00 £ 0,83 2,00 £ 0,99
Proteinas Totais (g/dL) 4,70+ 0,44 4,80 + 0,27 4,70 £ 0,41 4,60 £ 0,46

NOTA: Os dados representam a média + desvio padrdo com n = 7. ALT — Alanina aminotransferase;

AST — Aspartato aminotransferase; MTX — Metotrexato; DULA — Dulaglutida. Ndo foram observadas
diferencas significativas.

FONTE: A autora (2020).

FIGURA 21 — GLICEMIA DOS CAMUNDONGOS
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FONTE: A autora (2020).

NOTA: A glicemia foi aferida em dois momentos distintos do ensaio in vivo para verificar se 0os grupos
que estavam sob uso de dulaglutida ndo promoviam alteracdo na glicemia dos camundongos. A
primeira coleta foi realizada 10 dias apds a inoculagéo das células tumorais (EAC) e a segunda coleta
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foi realizada 10 dias apds a primeira coleta, sendo que analise do grupo controle foi realizada apenas
na ultima analise para evitar sofrimento dos animais.

6.4 ANALISE HISTOLOGICA

A avaliagao histolégica dos tumores e do tecido hepatico foi realizada com o
objetivo de visualizar possiveis altera¢cdes decorrentes do tratamento com dulaglutida
comparado ao controle (FIGURA 22).

O tratamento com dulaglutida proporcionou maior grau de necrose coagulativa
quando comparado ao grupo controle (FIGURA 22A E 22B). As regides com necrose
estavam frequentemente associadas a um grande infiltrado de células inflamatérias
(FIGURA 22C), sendo que, nessas regides também estavam presentes diversas
células sofrendo o processo de cariorrexe caracteristico da necrose tecidual (FIGURA
22D). A anadlise histologica do tecido hepatico ndo demonstrou alteragdes
morfoldgicas entre os grupos controle e dulaglutida, e as laminas correspondentes a
histologia normal do figado dos camundongos estéao representadas pelas FIGURAS
22E e 22F.

FIGURA 22 — ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO TUMORAL E HEPATICO







FONTE: A Autora (2020).

NOTA: Fotomicrografias de cortes histologicos do tumor de Ehrlich e do tecido hepatico dos
camundongos. Coloragdo com hematoxilina e eosina. A) Tumores dos animais controle, e B) Tumores
dos animais tratados com dulaglutida. C) Ampliagéo da figura B da regido em que ha um grande
infiltrado inflamatoério com presenca de tecido necrético. D) Corte histolégico do tumor tratado com
dulaglutida com foco de necrose coagulativa e com diversas células em processo de cariorrexe (setas
vermelhas) caracteristico dessa morte celular. E) Tecido hepatico dos camundongos do grupo controle,
F) Tecido hepatico dos camundongos tratados com dulaglutida. Nao foram evidencidas altera¢des
morfolégicas do tecido hepatico entre os grupos. Obs.: Os asteriscos ( * ) representam areas de necrose
coagulativa.



7 DISCUSSAO

O gene ADAM33 ja foi sugerido como gene supressor de tumor e baixos niveis
da ADAMS33 estédo relacionados a redugao da sobrevida global e de metastase.
Conforme ja evidenciado em diversos genes supressores de tumor, a expressao da
proteina ADAM33 esta atrelada a regulacéo por mecanismos epigenéticos atraves da
metilacdo do DNA na regido promotora do gene ADAM33 e pode ser utilizada com um
biomarcador de cancer de mama agressivo, como os TNGs (MANICA et al., 2013;
SENISKI et al., 2009).

Estudos recentes da dulaglutida em nosso laboratério demonstraram a
capacidade do farmaco em desmetilar alguns CpGs especificos da regido promotora
do gene ADAM33 (SLEDZ, 2019). Dessa forma, no presente trabalho, utilizamos uma
linhagem humana de cancer da mama TNG (MDA-MB-231) para avaliar a capacidade
da dulaglutida em promover reducéo do perfil de metilagdo da regido promotora do
gene ADAM33. A linhagem MDA-MB-231 possui originalmente 91,2% de metilagéo do
gene ADAM33 em condigdes normais, e passou a apresentar uma metilacao de 60,9%
apos o tratamento de 24 horas com dulaglutida 1,7 nM (FIGURA 18). Esse dado
corrobora com o que ja foi evidenciado pela liraglutida, a qual demonstrou uma
reducao do perfil de metilagcdo semelhante ao obtido (54,9%) (CHEQUIN et al., 2020
— submetido). Sendo que, a linhagem MDA-MB-231 também ja provou ser uma
linhagem com um alto perfil de metilacdo da regidao promotora do gene ADAM33 em
condi¢cdes normais (85,7%) (SENISKI et al., 2009). Além disso, o resultado do nosso
sequenciamento complementa o resultado da analise de MSP-PCR obtido por Sledz
(2019), visto que no sequenciamento, os CpGs 47, 51 e 53 na linhagem controle
encontravam-se 100% metilados, enquanto na linhagem tratada com dulaglutida,
evidenciou-se uma reducao da metilagao para 25%, 62,5% e 62,5%, respectivamente.

Além do mais, esse mesmo estudo prévio realizado por Sledz (2019),
evidenciou que apos o tratamento com dulaglutida 1,7 nM, a linhagem MDA-MB-231
que nao expressava ADAM33 em condi¢gdes basais, passou a expressar
aproximadamente quatro vezes mais o gene ADAM33, sendo esse efeito promovido
pelo efeito desmetilante da dulaglutida sobre o DNA. Esses dados também sugerem
um efeito desmetilante global mais promissor em relagao ao outro analogo, liraglutida
e, inclusive, superior ao controle decitabine (iDNMT) utilizado (CHEQUIN, 2018;
SLEDZ, 2019).



Ensaios prévios de viabilidade celular realizados em nosso laboratério
demonstraram efeitos interessantes mediados pela dulaglutida, cuja dosagem de 1,7
nM foi capaz de reduzir a viabilidade celular nas linhagens MCF7 em 20% e MDA-MB-
231 em 50%, sem afetar a viabilidade celular na linhagem normal de mama HB4a.
Além disso, houve diminuicdo na formagdo de colbnias em ambas as linhagens
tumorais e a redugcdo da migragao celular na linhagem MDA-MB-231, bem como,
aumento da expressao de outros genes supressores de tumor, como ESR1 e CDH1
na linhagem MDA-MB-231 (SLEDZ, 2019).

Esses resultados corroboram ao descrito para liraglutida, droga que também
ja demonstrou capacidade de reduzir o crescimento, a migragao celular e a formagao
de coldnias em linhagens tumorais de mama, incluindo a MDA-MB-231 (CHEQUIN,
2018). Também foi evidenciado o restabelecimento da expressdo génica por
desmetilacdo da regido promotora de genes supressores como CDH1, ADAMS3S3,
ESR1 e PGR, bem como proposto, que esse efeito desmetilante € decorrente da
inibicdo direta das enzimas DNMTs conforme avaliagdo feita através da analise da
atividade/inibicdo das DNMTs (CHEQUIN et al., 2020 — submetido). Esses resultados
obtidos com a liraglutida, sugerem que a dulaglutida também apresente potencial para
atuar como um farmaco iDNMT e, possivelmente, como droga adjuvante na terapia do
cancer de mama, entretanto, foi necessario comprovar se esse farmaco proporcionava
efeito antitumoral através do ensaio in vivo utilizando modelo tumoral de cancer de
mama.

A dulaglutida promoveu redugdo do volume tumoral tanto isoladamente,
quanto em associagdo ao MTX (FIGURA 19). O MTX & um quimioterapico que atua
interferindo no metabolismo do acido félico ao inibir a conversao de acido diidrofélico
a acido tetraidrofdlico pela enzima diidrofolato redutase, processo necessario na
sintese de purinas. Seu uso apresenta diversos efeitos adversos e toxicidades a nivel
renal, hepatico, pulmonar, hematoldgico, gastro-intestinal, mucocutaneo e neurologico
(CHAN; CRONSTEIN, 2013; GAIES; JEBABLI, 2012).

O tratamento em associacéo da metade da dose de dulaglutida (0,07 mg/kg)
e MTX (1,5 mg/kg) promoveu uma grande redugao no volume tumoral, proporcionando
quase a mesma resposta em relagao ao tratamento com a dose superior €/ou isolada
de MTX (2,5 mg/kg). Isso sugere que a dulaglutida pode funcionar como um agente
adjuvante quando associado ao MTX ou a outros quimioterapicos, pois, além da

significativa redu¢ao do volume tumoral, doses mais baixas de MTX podem reduzir os



efeitos adversos graves evidenciados na quimioterapia (HOWARD et al., 2016). Além
disso, a diminui¢cdo dos niveis de tetraidrofolato e metilidrofolato pelo MTX deve ser
destacada, uma vez que essas moléculas sdo doadoras do grupamento metil para
molécula S-adenosilmetionina (SAM). A SAM é fundamental no processo de metilagao
do DNA mediado pelas DNMTs e, dessa forma, a associacdo de MTX com a
dulaglutida pode estar potencializando o seu efeito desmetilante (FIGURA 6) (CHAN;
CRONSTEIN, 2013).

Essa observacédo é de extrema importancia, visto que, também ja foi
evidenciado que a liraglutida associada ao MTX promoveu aumento da citotoxicidade
e morte celular in vitro nas linhagens de cancer de mama MCF7, MDA-MB-231 e MDA-
MB-436 (CHEQUIN, 2018). Além disso, a liraglutida também promoveu redugéo do
volume tumoral em modelo de tumor de Ehrlich murino e a curva do grafico
correspondente ao crescimento tumoral in vivo foi semelhante a obtida pela
dulaglutida. Nessa analise, evidenciou-se que a liraglutida utilizada em forma isolada
proporcionou excelente efeito antitumoral e que sua associacdo com MXT promoveu
uma reducdo ainda mais eficiente. Entretanto, a utilizagdo do MTX em dose isolada e
superior aos demais grupos (2,5 mg/kg) foi o tratamento que proporcionou a maior
redugdo no volume tumoral do estudo (CHEQUIN, 2018).

Ao contrario do realizado com a liraglutida, a dulaglutida apresenta uma meia-
vida de 5 dias em humanos e dessa forma, foi aplicada semanalmente nos
camundongos de acordo com as dosagens e frequéncia com que ela é difundida no
tratamento de DM2 (ELI LILLY DO BRASIL LTDA, 2015). A dulaglutida apresenta uma
meia-vida de 1,5 dias em camundongos e, dessa forma, € possivel sugerir que uma
resposta antitumoral ainda mais promissora poderia ser obtida caso fosse aumentada
a dose nos modelos murinos. No entanto, no presente estudo, objetivou-se
compreender os efeitos nos tumores a partir do que é preconizado na clinica humana.
Além disso, da mesma forma que a liraglutida, a dulaglutida ndo promoveu nenhuma
toxicidade que pudesse ser evidenciada através do peso dos érgéos dos animais, bem
como, ndo alterou os parametros hematologicos, bioquimicos e glicémicos dos
camundongos (FIGURA 20 e 21, TABELAS 2 e 3) (CHEQUIN, 2018).

A andlise histologica permitiu evidenciar maior presengca de necrose
coagulativa nos tumores tratados com dulaglutida comparada ao controle. O que
justifica a presenga de um intenso infiltrado inflamatdrio nessas regiées com células

em processo de cariorrexe. A cariorrexe que ocorre nos tumores € uma manifestacao



da morte celular favoravel contra as células cancerosas e, portanto, um bom sinal
prognéstico ao ocorrer de forma irreversivel (MAJNO; JORIS, 1995).

O aumento da presenca de necrose pode estar associada a reducado da
expressao do gene VEGF, o qual promove principalmente estimulo angiogénico e,
dessa forma, desempenha papel chave no aporte sanguineo necessario ao
crescimento e desenvolvimento tumoral (CECI; ATZORI; LACAL, 2020; LEUNG et al.,
1989; MILOSAVLJEVIC et al., 2016). Essa reducgao na expressao de VEGF também
pode ser decorrente dos efeitos desmetilantes, pois 0 aumento de alguns miRNAs,
como o miR-126, favorece a sua ligacdo ao RNAmM do VEGF e o bloqueio na sua
expressao, como ja visto também com o miRNA-140-5p (ALHASAN, 2019; LU et al.,
2017).

Os dados do tratamento da liraglutida ja evidenciaram uma redugao
significativa da expressao génica de VEGF in vivo, resultado que permite inferir que a
dulaglutida também possa estar promovendo redugao do volume tumoral, bem como,
aumento da necrose através desse mecanismo. Adicionalmente, a liraglutida também
demonstrou reduzir a expressao de genes relacionados a apoptose, necroptose e
proliferagdo celular tais como Bcl2, RIPK3 e PIK3, respectivamente (CHEQUIN,
2018).

Além disso, o aumento celular do infiltrado inflamatério evidenciado nos
tumores tratados com dulaglutida também pode ser muito promissor, visto que,
atualmente existem diversos estudos avaliando iDNMTs frente a capacidade de
restaurar a capacidade de reconhecimento das ceélulas cancerosas pelo sistema
imune, bem como, a associagéo deles com a imunoterapia (JONES, 2019; MICHALAK
et al., 2019). Diferentemente dos iDNMT como o decitabine, os efeitos adversos da
dulaglutida sdo minimos e seu efeito desmetilante pode atuar a nivel de desmetilagao
de genes supressores de tumor, bem como, através da desmetilagao global (SLEDZ,
2019). Ao promover a reducdo da metilacao global, sugere-se que esse farmaco
também possa atuar desmetilando ERVs e CTAs e, promovendo morte das células
cancerosas através de um maior reconhecimento dessas células pelo sistema imune
(JONES, 2019; MICHALAK et al., 2019). Porém, ainda ndo existem estudos avaliando
esse potencial e muitas analises utilizando essa associacdo ainda necessitam ser
realizadas.

Dessa forma, estudos avaliando a associagao da dulaglutida a imunoterapia

e a outros quimioterapicos no tratamento de tumores TNG torna-se importante no



sentido de que, possivelmente, a dulaglutida possa potencializar os efeitos desses
tratamentos, bem como, proporcionar uma redugdo da dose, reduzir os efeitos

adversos e melhorar a qualidade de vida dessas pacientes.

8 CONCLUSOES

A dulaglutida provou ter a capacidade de promover desmetilagdo do promotor
de gene ADAM33 demonstrando seu potencial efeito como inibidor de DNMTs. Além
disso, a dulaglutida demonstrou capacidade antitumoral ao proporcionar redu¢ao do
volume tumoral em modelo de carcinoma mamario de camundongo.

Assim, a dulaglutida torna-se uma candidata ao tratamento adjuvante no cancer
de mama. No futuro, estudos clinicos em humanos poderao avaliar se a imunoterapia
associada a dulaglutida pode ser uma nova alternativa para o tratamento no cancer

de mama do subtipo TNG.
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