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Objetivos

O trabalho visou analisar a atividade de
derivados de dipeptidil nitrilas sintetizadas no
NEQUIMED usando linhagem de céncer de
pancreas (MIA PaCa-2)!, por meio de ensaio
de viabilidade e migracdo celular, formacéo de
colénias e inibicdo da atividade de cisteino
proteases celulares.

Métodos e Procedimentos

A série homéloga de (S)-N-(2-((1-
cianociclopropil)amino)-1-oxo-3-fenilpropan-2-
ilbenzamida foi diluida em meio de cultura
com DMSO (0,5%) para os ensaios biolégicos.
As células MIA PaCa-2 foram cultivadas com
meio DMEM, em estufa a 37 °C, 90% de
humidade, e atmosfera com 5% CO.. A
formag&o de colbnias ocorreu em placa de 6
pocos com 300 células.mL? e incubacdo dos
compostos a 10 uM por 72 h. Ap6s 7 dias, o
meio de cultura foi removido e adicionado 1 mL
de corante Giemsa 1:5 (24 h de incubacao),
seguido de lavagem com paraformaldeido e
agua para obtencéo das imagens. O ensaio de
fechamento de risca (wound healing) foi feito
em placa de 24 pocos com 4x10°% células/mL,
mantidas em estufa com 1 mL de meio de
cultura e composto. O fechamento da risca foi
monitorado a cada 24 h. O Ultimo ensaio foi a
quantificacdo da inibicdo da atividade de
cisteino proteases usando o lisado celular,
com quantificacdo da fluorescéncia do
metabolito do substrato Z-FR-MCA (Aexc= 360
nmM, Aemm= 460 nm).

Resultados

Neq0709 obteve melhor resposta para reducao
do numero de coldnias (Fig. 1a), enquanto no
ensaio de fechamento de risca as substancias
foram inativas. De forma analoga, Neq0709
inibiu a atividade de cisteino proteases. No

entanto, Neq0712 nao obteve a mesma relacéo
(Fig. 1b). Somente o composto que contém o
atomo de cloro na posicéo orto foi ativo em dois
dos trés ensaios (Neq0709), enquanto o
derivado m-CHs (Neq0712) somente inibiu a
protedlise. Todos 0s outros derivados contendo
cloro em meta e para foram inativos.
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Figura 1. Ensaio clonogénico (a) e de atividade
proteolitica (b).
Conclusdes

Neq0709 foi o Unico derivado com atividade
anticlonogénica e inibitéria enzimatica. Isto
demonstra que o o-cloro é essencial para a
bioatividade desta série homéloga.
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