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RESUMO

Os compostos mesoibnicos sintéticos, que pertencem ao grupo 1,3-tiazélio-5-tiolato,
possuem capacidade de atravessar membranas celulares e interagir com diversas
moléculas biolégicas com afinidades distintas. O presente trabalho teve por objetivo
avaliar o potencial antineoplasico de novos compostos mesoidnicos do grupo 1,3-
tiazolio-5-tiolato, com ou sem enriquecimento por zinco, e seus possiveis mecanismos
de acdo. Para tal, os compostos foram inicialmente submetidos a caracterizacdo
guimica através da obtencdo da curva de calibracdo, espectrofotometria de
ultravioleta e visivel (UV-vis), espectrometria de emissdo 6ptica (ICP-OS),
espectroscopia de fotoluminescéncia, ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia de infravermelho (FT-IR), raios X e analise termogravimétrica (TGA).
Foram desenvolvidos estudos experimentais in vitro, utilizando linhagens celulares de
carcinoma de colo de utero (HEp-2), carcinoma de coélon retal humano (HT-29),
leucemia promielocitica aguda humana (HL-60), adenocarcinoma mamario humano
(MCF7), carcinoma ductal de mama humano (T-47D), cancer de mama de rato (4T1)
e uma linhagem de células transformadas de macréfagos murinos peritoneais (RAW
264.7). Pelo ensaio de coloracdo com o iodeto de propideo, em citometria de fluxo,
avaliou-se a viabilidade celular na linhagem HL-60. Para o teste de despolarizacao
mitocondrial foi utilizada a rodamina 123 e para a avaliacéo do padrédo de morte celular
foi utilizada a Anexina V. A analise do ciclo celular e fragmentacdo do DNA foi
realizada com o kit cell cycle Guava®. Posteriormente, foi realizada extracdo do RNA
com Trizol, obtengdo do cDNA com o kit ImProm-1I™ Reverse Transcription System
(PROMEGA) e analise da expressao dos genes BAX, BCL2, CASPASE 3, CASPASE
9 e GAPDH como controle de referéncia. Os resultados demonstraram que,
considerando o tempo de exposicdo das células aos compostos, a menor
concentracdo obtida da Clso e 0 melhor indice de seletividade (IS), os compostos
mesoidnicos MIH 2.4BI [3,5 pg/mL (3,0 — 4,0)] e MIH 2.4Zn [5,0 ug/mL (4,5 — 5,5)]
apresentaram melhor atividade na linhagem celular HL-60, no tempo de 48h,
promovendo inibicdo do crescimento de células cancerigenas com menor toxicidade
em células saudaveis (RAW 264.7). Os compostos promoveram a despolarizacao
mitocondrial na linhagem testada (HL-60), a morte celular por apoptose e parada do
ciclo celular na fase G2. Contudo, as concentracdes testadas dos compostos nao
promoveram fragmentacdo do DNA. Com relacdo a analise da expressao dos genes,
observou-se que o gene BAX apresentou diferenca significativa somente quando
comparados a expressao na amostra BLC1 (MIH 2.4BI; 3,5 pg/mL) vs. BLC2 (MIH
2.4Bl; 7,0 pg/mL) (p<0,05) e quando comparados a expressao do gene na amostra
BLC1 vs. ZNC1 (MIH 2.4Zn; 5,0 ug/mL) (p<0,05). Para o gene BCL2, houve diferenca
significativa quando comparados a amostra BLC2 vs. ZNC2 (MIH 2.4Zn; 10,0 pg/mL)
(p<0,01) e a amostra ZNC1 vs. ZNC2 (p<0,05). Em relacao a expressédo da CASPASE
3, observou-se diferenca significativa ao comparar as amostras BLC2 vs. BLC1
(p<0,05). E para a CASPASE 9 houve diferenca significativa quando comparadas as
seguintes amostras: BLC1 vs. BLC2 (p<0,001); BLC1 vs. ZNC1, BLC1 vs. ZNC2,
BLC1 vs. doxorrubicina e BLC1 vs. controle negativo (p<0,01). Os compostos
mesoidnicos sintéticos analisados apresentam potencial efeito antitumoral como
candidatos ao tratamento antineoplasico, permitindo a continuidade dos estudos in
vitro e in vivo para futura analise pré-clinica.

Palavras-Chaves: céancer, compostos mesoidnicos, citotoxicidade, apoptose,
atividade antitumoral.



ABSTRACT

Synthetic mesoionic compounds, belonging to the 1,3-thiazolium-5-thiolate group,
have an excellent ability to cross cell membranes and interact with several biological
molecules with distinct affinities. The present work aimed to evaluate the antineoplastic
potential of new mesoionic compounds of the 1,3-thiazolium-5-thiolate group, with or
zinc enrichment, and their possible mechanisms of action. For this, the compounds
were initially subjected to chemical characterization by obtaining the calibration curve,
ultraviolet and visible spectrophotometry (UV-vis), optical emission spectrometry (ICP-
0S), photoluminescence spectroscopy, nuclear magnetic resonance, infrared
spectroscopy (FT-IR), X-ray and thermogravimetric analysis (TGA). In vitro
experimental studies using cervical carcinoma (HEp-2) cell lines, human rectal colon
carcinoma (HT-29), human acute promyelocytic leukemia (HL-60), human mammary
adenocarcinoma (MCF7), carcinoma human breast cancer (T-47D), rat breast cancer
(4T1) and a lineage of healthy transformed cells of murine peritoneal macrophages
(RAW 264.7). For the staining with propidium iodide, in flow cytometry, the cell viability
in the HL-60 strain was evaluated. For the mitochondrial depolarization test, rhodamine
123 was used and for the evaluation of the cell death pattern, Annexin V was used.
Cell cycle analysis and DNA fragmentation were performed with the Guava® cell cycle
kit. Subsequently, RNA extraction with Trizol was obtained, cDNA was obtained with
ImProm-Il ™ Reverse Transcription System (PROMEGA) and expression analysis of
BAX, BCL2, CASPASE 3, CASPASE 9 and GAPDH genes as reference control. The
results showed that, considering the time of exposure of the cells to the compounds,
the lowest IC50 concentration and the best selectivity index (IS), the mesoionic
compounds MIH 2.4Bl [3.5 ug / mL (3.0-4.0)] and MIH 2.4Zn [5.0 pg / mL (4.5-5.5)]
showed better activity in the HL-60 cell line, in 48 h time, promoting inhibition of the
growth of cancer cells with lower toxicity in healthy cells (RAW 264.7). The compounds
promoted mitochondrial depolarization in the tested lineage (HL-60), cell death by
apoptosis and cell cycle arrest in G2 phase. However, the tested concentrations of the
compounds did not promote DNA fragmentation. Regarding the analysis of gene
expression, it was observed that the BAX gene presented significant difference only
when compared to the expression in the sample BLC1 (MIH 2.4Bl; 3.5 yg / mL) vs.
BLC2 (MIH 2.4BI; 7.0 ug / mL) (p <0.05) and when comparing the expression of the
gene in the sample BLC1 vs. ZNC1 (MIH 2.4Zn; 5.0 pg / mL) (p <0.05). For the BCL2
gene, there was a significant difference when compared to the BLC2 sample. ZNC2
(MIH 2.4Zn; 10.0 pg / mL) (p <0.01) and the ZNC1 sample. ZnC2 (p <0.05). Regarding
the expression of CASPASE 3, a significant difference was observed when comparing
BLC2 vs. BLC1 (p <0.05). And for CASPASE 9 there was a significant difference when
compared to the following samples: BLC1 vs. BLC2 (p <0.001); BLC1 vs. ZNC1, BLC1
vs. ZNC2, BLC1 vs. doxorubicin and BLC1 vs. negative control (p <0.01). The synthetic
mesoionic compounds analyzed have a potential antitumor effect as candidates for
antineoplastic treatment, allowing the continuity of in vitro and in vivo studies for future
preclinical analysis.

Keywords: cancer, mesoionic compounds, cytotoxicity, apoptosis, antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

O céancer é uma das doencas que mais causam inseguraga na sociedade, por
ter se tornado um estigma de mortalidade e dor e por representar um conjunto de mais
de 100 doencas, sendo definido como enfermidades complexas de carater mutacional,
proliferativo, de crescimento celular aberrante e desordenado (maligno), em que
células em um mesmo microambiente, invadem os tecidos e 6rgaos, podendo se
espalhar para outras regides do organismo, evento este conhecido como metastase.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacao de tumores (acumulo de células cancerosas)

ou neoplasias malignas.

Esta doencga representa um grande desafio para a sociedade, devido ao fato
de que para a maioria dos tumores ainda néo foi encontrado a cura e os tratamentos
utilizados produzem, também, efeitos colaterais muito prejudiciais ao paciente,
principalmente aos mais debilitados, em virtude da citotoxicidade das drogas nas

células nao-tumorais.

As células cancerigenas séo definidas por multiplas caracteristicas estruturais,
comportamentais e moleculares. Algumas alteracdes sdo citadas como essenciais na
fisiologia do cancer, que coletivamente determinam o crescimento maligno, como por
exemplo: autossuficiéncia na regulacdo de sinais de crescimento celular, a
insensibilidade aos sinais que inibem este crescimento, evasao da morte celular
programada (apoptose), ilimitado potencial replicativo, inducdo da angiogénese,
invasao tecidual e metastase, estresse metabdlico, proteotdxico, mitético, oxidativo e

danos ao acido desoxirribonucleico (DNA).

A utilizacdo de agentes quimicos, isolados ou em combinac¢do, com o objetivo
de tratar os tumores malignos, denomina-se quimioterapia antineoplasica. Difere-se
da radioterapia e da terapia cirargica por ser um tratamento sistémico e cada vez mais
tém se tornado uma das mais importantes e promissoras ferramentas de combate ao
cancer do mundo. Além disso, as terapias com fotorradiacdo, imunoterapia, terapia
génica, uso de nanocarreadores e liberagcdo controlada de farmacos vém sendo

testados para uso clinico.
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Em tempos passados e também recentemente um amplo esfor¢o tem sido
feito quanto ao desenvolvimento de novas tecnologias derivadas do estudo de
compostos quimicos, a exemplo dos compostos mesoidnicos, ampliando a
possibilidade de aplicacdo destes em estudos na area terapéutica do céancer,
podendo agir por mecanismos de ac¢ao diferentes dos farmacos atuais e, a0 mesmo

tempo, eliminar a massa tumoral sem atingir os tecidos adjacentes normais.

Os compostos mesoibnicos constituem um grupo de betainas heterociclicas
planas, estabilizadas por deslocalizacao de elétrons e cargas, que ndo possuem aneéis
benzénicos e apresentam diferentes combinacdes de heteroatomos, cuja sintese tem
mostrado grande interesse especialmente pelo seu largo espectro de atividade
biolégica, com grande possibilidade de aproveitamento na obtencéo de farmacos.

Compostos mesoibnicos do grupo 1,3-tiazolio-5-tiolato, sdo caracterizados
por apresentarem um grupo “—SH”, designado por grupo tiol, grupo mercaptano ou
grupo sulfidrilo ou sulfidrila, ligado a um atomo de carbono (-C-SH ou R-SH, onde
R representa um alcano, alceno ou outro grupo de atomos contendo carbono). Os
tidis sdo anélogos do enxofre de alcoois (ou seja, o enxofre toma o lugar do oxigénio

no grupo hidroxila de um alcool).

Estes compostos tem sido empregados em diferentes estudos, podendo
apresentar diversas atividades biologicas, tais como, antibacteriana, antitumoral,
antifangica, antimalarica, analgésica, anti-inflamatoria, anticonvulsivante,
antipirética, antiparasitaria, dentre tantas outras que estdo sendo mundialmente

estudadas.

Partindo desta premissa, foi sugerida a hipétese do presente trabalho, onde
Nnovos compostos mesoidnicos do grupo 1,3-tiazélio-5-tiolato foram sintetizados e
foram investigadas sua seletividade e mecanismo de acdo tumoral em células

cultivadas de linhagens humanas e animal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

O termo “cancer’” é uma palavra de origem grega, “karkinos”, que significa
caranguejo. Este nome foi assim denominado devido ao aspecto de um tumor em
crescimento, apresentando projecdes alongadas que se filtram e se fixam no interior
dos tecidos, lembrando a forma de um caranguejo, e foi creditado a Hipdcrates (460-
370 a.C.) (HAJDU, 2011). O termo “oncologia”, também de origem grega, “Oncos”,
significa inchaco, e foi atribuido & Galeno, em uma referéncia ao aspecto comum a

varios tipos de tumores (ACS, 2014).

O céancer € uma das doencas mais preocupantes para a sociedade, por ter se
tornado um estigma de mortalidade e dor. Representa um conjunto de mais de 100
doencas, sendo definido como enfermidades complexas de carater mutacional,
proliferativo, de crescimento celular aberrante e desordenado (maligno), em que
células, em um mesmo microambiente, invadem os tecidos e 6rgaos, podendo se
espalhar para outras regides do organismo, evento este conhecido como metastase.
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacgéo de tumores (acumulo de células cancerosas)
ou neoplasias malignas (KUMAR et al, 2004; INCA, 2016).

De carater multifatorial, o cancer tém causas variadas, podendo ser externas
ou internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas. As causas externas
estdo relacionadas ao meio ambiente e aos costumes ou habitos préprios de um
ambiente sécio-cultural. As causas internas sdo, na maioria das vezes, associadas a
predisposicao genética e a capacidade do organismo de se defender das agressoées
externas. Esses fatores causais podem interagir de vérias formas, aumentando a
probabilidade de transformacdes malignas nas células normais. Alguns exemplos de
fatores de risco mais comuns incluem a alta ingestdo de gorduras, tabagismo,
consumo excessivo de alcool, infeccdes virais e desequilibrio na funcéo imunoldégica.

O surgimento do cancer depende também da intensidade e duracéo da exposi¢cao das
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células aos seus agentes causadores (HANAHAN; WEINBERG, 2011,
ESTANQUEIRO; AMARAL, 2015; BRASIL, 2016).

A multiplicacdo das células em organismos multicelulares saudaveis €
cuidadosamente regulada com o propdsito de atender as necessidades especificas
de cada individuo. As células tumorais ou neoplasicas diferem das células normais
pelo fato de adquirirem a capacidade de sobrevivéncia e proliferagéo independentes
e indiscriminadas, ndo obedecendo ao controle biolégico natural do organismo.
Dividindo-se rapidamente, estas células adquirem caracteristicas genéticas que as
tornam mais agressivas, determinando a formacdo do céncer (HANAHAN;
WEINBERG, 2000, 2011).

A carcinogénese ocorre em diversas etapas e através da transformacédo de
genes especificos, denominados proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor,
que normalmente atuam no controle da divisdo celular, apoptose e diferenciacéo
celular, em oncogenes, os quais sdo capazes de promover modificacbes que

determinam o carater de malignidade as células neoplasicas (CROCE, 2008).

Os proto-oncogenes, a exemplo do RAS, WNT, MYC, ERK e TRK, séo
codificadores de proteinas relacionadas a fungc6es como proliferacao e resisténcia a
morte celular que, quando ativadas em excesso, contribuirdo para o perfil de
agressividade tumoral. Em contrapartida, os genes supressores de tumor, a exemplo
do RB1, CDKN2A, TP 53, BRCA1 e BRCA2, estdo relacionados a regulacao e controle
destas funcbes, de forma que o silenciamento desses genes contribuira para o
desenvolvimento da malignidade. Sendo assim, a manutengdo do comportamento
biolégico normal de uma célula é o equilibrio entre as atividades destes dois tipos de
genes. A caracteristica tumoral € composta por uma combinacéo da ativacao de proto-
oncogenes e do silenciamento de genes supressores de tumor, em varias instancias
bioquimicas da célula (CROCE, 2008).

Apesar de possuirem variacdes de acordo com o tipo histolégico e
caracteristicas do tumor, se in situ ou metastatico, de um modo geral, todos os tipos
de cancer exibem algumas caracteristicas que os distinguem das demais células em
proliferacdo do corpo: sinalizacdo proliferativa permanente, escape da acdo dos
supressores de tumor, capacidade de promover invasao tecidual e metastase,

imortalizacdo replicativa, inducdo da angiogénese, resisténcia a apoptose,
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capacidade de reprogramacdo metabdlica, escape do sistema imune, instabilidade
gendmica, que promove a diversidade genética e inflamacdo pro-tumorigénica
(HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011). (Figura 1).

Figura 1: Caracteristicas das células tumorais.
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Fonte: adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011.

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

Com base no documento World Cancer Report 2016 da Agéncia Internacional
para Pesquisas em Cancer (Agency for Research on Cancer - larc), da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), é inquestionavel que o cancer é um problema de saude
publica, especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde é esperado que,
nas préximas décadas, o impacto do cancer na populacdo corresponda a 80% dos
mais de 20 milhdes de casos novos estimados para 2025 (STEWART, 2014; WHO,
2014; BRASIL, 2015).
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Segundo a estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto Globocan/larc,
dos 14 milhdes de casos novos estimados, mais de 60% ocorreram em paises em
desenvolvimento. Para a mortalidade, a situacéo € ainda mais preocupante, quando
se constata que, dos 8 milhdes de 6bitos previstos, 70% ocorreram nesses mesmos
paises (FERLAY, 2015).

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisas em Cancer (Agency for Research on Cancer - IARC), da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), houve 14,1 milhées de casos novos de cancer
e um total de 8,2 milhdes de mortes por cancer, em todo o mundo, em 2012. Ainda
segundo essas instituicdes, a carga do cancer continuarq aumentando nos paises em
desenvolvimento e crescera ainda mais em paises desenvolvidos, se medidas
preventivas ndo forem amplamente aplicadas (BRASIL, 2015; FERLAY, 2015).

Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8 milh&do),
mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milh&o) e préstata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais
frequentes foram pulméo (16,7%), prostata (15,0%), intestino (10,0%), estdbmago
(8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias encontradas foram
mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do utero (7,9%) e estbmago
(4,8%) (BRASIL, 2015; FERLAY, 2015).

Em 2030, estima-se que a carga global sera de 21,4 milh6es de novos casos
de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e
do envelhecimento da populagéo, bem como da reducdo na mortalidade infantil e nas

mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (BRASIL, 2014).

Para o Brasil, estima-se para o biénio 2016-2017, a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, tendo como tipo mais incidente o
cancer de pele ndo melanoma (com, aproximadamente, 180 mil novos casos). Com
excecdo dos casos de cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em
homens serdo: prostata (28,6%), pulméo (8,1%), intestino (7,8%), estdbmago (6,0%) e
cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%),
colo de atero (7,9%), pulméao (5,3%) e estbmago (3,7%) apresentardo maior incidéncia
(BRASIL, 2015).

E fundamental que o monitoramento da morbimortalidade por cancer se

incorpore na rotina da gestao da saude de modo a se tornar um instrumento essencial
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para o estabelecimento de a¢fes de prevencdo e controle do cancer e de seus fatores
de risco (BRASIL, 2015). Pois, além de provocar impactos negativos a saude dos
individuos, o cancer gera gastos econdmicos superiores a qualquer outra causa de
morte. Estimativas apontaram gastos da ordem de 895 bilhdes de dolares em todo o
mundo em 2008, com o tratamento direto do cancer e perdas na produtividade pela

morte/ afastamento precoce (ACS, 2011).

2.3 CICLO CELULAR E CANCER

A obtencg&o de uma nova célula acontece através da fuséo ou divisédo de duas
células. Esse processo celular, que ocorre de forma ordenada e programada, pode
ser melhor avaliado através do curso de vida da célula. Esses eventos se iniciam por
ocasidao de um processo de replicacdo, que envolve um periodo de crescimento
seguido pela divisdo, sendo denominado ciclo celular (ALMEIDA et al, 2005;
MALUMBRES; BARBACID, 2009).

O desenvolvimento da neoplasia esta intimamente relacionado com diversos
mecanismos celulares. A transformacéo neoplasica surge quando os mecanismos de
controle da proliferacéo celular sdo perdidos. O cancer se origina por uma sucessao
de eventos que modificam o DNA celular e que devido a isso escapam do mecanismo
de controle (FARIA; RABENHORST, 2005).

Os oncogenes e 0s proto-oncogenes sao dois tipos de genes muito estudados
guanto ao processo de formacdo de um tumor. Os oncogenes sao responsaveis pela
malignizacao, pois promovem a multiplicacdo desordenada das células devido a uma
alteracdo dos proto-oncogenes, que Sd0 genes supressores tumorais. Quando a
célula que sofre mutacao, altera o seu padrao de ciclo celular e inicia um processo de
mitose que transfere a alteracdo genética para suas descendentes até originar a
neoplasia maligna, proliferando excessivamente e originando tumores. o]
entendimento do ciclo celular e suas fases sdo necessarios para a aplicacdo dos
antineoplasicos, pois alguns séo especificos de algumas fases deste ciclo (ALMEIDA
et al, 2005; CHABNER et al, 2006).
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O ciclo celular compreende o conjunto de transformacdes pelas quais a célula
passa desde a sua formacdo até sua divisdo ou morte. Trata-se de um processo
evolutivo e, a0 mesmo tempo, conservativo da célula. Este envolve uma sequéncia de
eventos controlados: inicialmente, tem-se a intérfase, que antecede a mitose. A
interfase é periodo compreendido entre duas divisbes celulares consecutivas, que
envolve as fases Go, G1, S e G2. A fase Go € considerada um estado quiescente, no
gual as células adultas maduras podem ficar por tempo indeterminado. Nesse estagio,
as células permanecem metabolicamente ativas, mas néo se dividem, ou se dividem
apenas quando estimuladas por sinais extracelulares, com o propdsito de renovacgao
tecidual apos lesdo ou morte celular. Nesta fase, o DNA encontra-se enovelado,
apresentando baixa atividade nuclear. Na fase Gi, ocorre a preparagdo das células
para a multiplicacdo, através da producdo de fatores de crescimento celulares, que
sdo essenciais para a formacdo da nova célula. Este intervalo, também, é
caracterizado pela transcricdo génica e traducdo, levando a sintese de proteinas
necessarias para a sintese de DNA. Na fase S, posteriormente, ocorre a duplicacéao
do DNA e sintese proteica. Em seguida, a célula entra na fase G2, periodo no qual as
células se preparam para a divisdo celular. Neste periodo ocorre, também, a sintese

de componentes para a mitose (FOSTER, 2008).

A mitose € o tipo de divisdo em que uma célula d& origem a duas células-filhas
com o mesmo numero de cromossomos da célula inicial. A mitose esta dividida em
guatro fases: préfase, metafase, anafase e teléfase. Na profase ocorre o inicio da
condensacao dos cromossomos, que se unem as fibrilas do fuso pelos centrémeros e
se deslocam para a regido central da célula, ocorre também a fragmentacdo da
carioteca, desintegra¢cdo do nucléolo, migracao dos pares de centriolos para os polos
e a formacao do fuso de divisdo e do aster pelos microtabulos (fibras proteicas ao
redor do centriolo) do citoesqueleto. Na metafase, os cromossomos se alinham na
regido equatorial da célula, onde se ligam as fibras de fuso. Nesta fase, os
cromossomos atingem o grau maximo de espiralizacdo. Na anéafase, ocorre a
separacao das cromatides e migracao dos cromossomos para os polos. Na telofase,
ocorre 0 reaparecimento do nucléolo e da carioteca, descondensacdo dos
cromossomos e as fibras de fuso e do aster desaparecem. Os microtibulos do

citoesqueleto se organizam para formar um anel contrétil, que orienta a citocinese,
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gue consiste na divisao final do citoplasma, formando duas células filhas idénticas a
original (Figura 2) (FOSTER, 2008).

Figura 2: Fases do ciclo celular.

Mitose

( X Quiescéncia

22 Interval

12 Intervalo

Sintese

Fonte: adaptado de VERMEULEN et al, 2003.

Todo processo de divisdo celular requer um intenso controle, que acontece
por retroalimentacéo, e tem por objetivo assegurar que todas as etapas moleculares
sejam sequenciais e orientadas corretamente. Essa progressao ordenada através das

diversas fases do ciclo & orientada pelas ciclinas, quinases ciclina-dependentes
(CDK’s) e por seus inibidores (FISCHER et al, 2004; KUMAR et al, 2004).

Cada fase do ciclo possui os chamados checkpoints, que podem levar a
parada da progressdo do ciclo celular e a ativacdo dos mecanismos de reparo
(MALUMBRES et al, 2007). As células véo para a fase seguinte do ciclo de forma
irreversivel, se passar pelos checkpoints. O dano ao DNA e/ou mal funcionamento de
organelas e estruturas (falha no fuso mitético) pode ativar a parada do ciclo e a célula
pode entrar em morte celular, caso o dano ndo seja reparado (FOSTER, 2008). Os
pontos de checagem da integridade do DNA operam através do ciclo, especialmente
na transicdo Gi1 — S, durante e depois da fase de sintese do DNA, e antes das células
entrarem em mitose (G2 — M) (FISCHER et al, 2004).

Nas células tumorais, os checkpoints s&do frequentemente ignorados,

resultando em instabilidade genética e, consequente, vantagem proliferativa de
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células cancerosas, quando comparadas com as células normais (FISCHER et al,
2004).

As células tumorais mostram uma perda no controle da proliferacdo celular
(ponto de restricdo) e, muitas vezes, tornam-se independentes de sinais mitogénicos
para a sua progressao através das diferentes fases do ciclo celular (HANAHAN &
WEINBERG, 2000; LOURO et al, 2002). A perda do controle da proliferagcéo celular
envolve mutagdes em genes reguladores do ciclo celular, os proto-oncogenes e genes
supressores tumorais, 0 que caracteriza o cancer como uma doenca genética
(LOURO et al, 2002; FOSTER, 2008). Dessa forma, as alteracées nos mecanismos
de regulagdo do ciclo celular tornam a célula apta a passar pelo ciclo celular sem a
devida checagem e, portanto, fazendo com que esta acumule uma série de mutagdes
gue contribuem para o surgimento das caracteristicas malignas do tumor, como
autossuficiéncia na sinalizacdo de fatores de crescimento, insensibilidade aos
inibidores de crescimento, evaséo da morte celular programada (apoptose), potencial
replicativo ilimitado, angiogénese, invasdo tecidual e metastase (HANAHAN &
WEINBERG, 2000; LOURO et al, 2002; FOSTER, 2008). Portanto, as células
cancerosas diferem das células normais, pelo fato de continuarem a crescer e se
dividir, ndo obedecendo ao controle biolégico natural do organismo (HANAHAN &
WEINBERG, 2000).

2.4 TIPOS DE MORTE CELULAR

O equilibrio entre a proliferacdo e a morte celular regula e controla o niumero
de células no organismo. A cascata de eventos bioquimicos e fisiolégicos, que leva a
mudancas na sintese de macromoléculas, na homeostase, regulacdo do volume
celular, e finalmente na perda da viabilidade celular esté intimamente relacionada as
mudancas morfolégicas caracteristicas de cada tipo de morte celular (BRASILEIRO-
FILHO, 2006; TINARI et al, 2008).

O entendimento do processo de morte celular € de fundamental importancia
para o tratamento de varias doencas, pois é através da modulacédo das vias de morte

gue varios farmacos promissores estdo sendo desenvolvidos para doengas como o
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cancer, doencas isquémicas e doencgas neurodegenerativas. Os mecanismos
complexos que controlam a morte celular estdo sendo melhor compreendidos, o que
torna cada vez mais evidente que diferentes vias de morte celular ttm um papel critico

em multiplas doencas, inclusive o cancer (KEPP et al, 2011).

Segundo o Comité de Nomenclatura sobre Morte Celular (NCCD), esta pode
ser classificada de acordo com critérios morfolégicos, enziméticos (sem envolvimento
de nucleases ou com o0 envolvimento de distintas classes de proteases como
caspases, catepsinas e transglutaminase) e aspectos funcionais (morte programada
ou acidental, fisioldgico ou patolégico) (KROEMER et al, 2009; GALLUZZI et al, 2012).

Tendo como base os critérios mencionados acima, a morte celular pode ser
classificada em: autofagica, apoptética, necrética ou associada a mitose (catastrofe
mitética). Algumas caracteristicas estdo intimamente relacionadas a células que
sofreram algum processo de morte celular, como por exemplo, a perda da integridade
da membrana plasmatica, fragmentacdo ou englobamento celular pelas células
vizinhas, perda das fun¢des celulares e, consequentemente, reducdo do metabolismo
celular (KROEMER, 2009; GALLUZZI et al, 2012) (Figura 3).

Figura 3: Caracteristicas morfologicas dos principais tipos de morte celular (PS =
Fosfatidilserina; LC3 = proteina citoplasmética, que € considerada um marcador da

macroautofagia).
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Fonte: BRUIN; MEDEMA, 2008.
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2.4.1 Autofagia

O termo autofagia é derivado do grego, “Auto” (auto) e “fagia” (comer). Refere-
se a via de degradagdo lisossbmica que € essencial para a sobrevivéncia,
desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase celular (KLIONSKY, 2008). A autofagia
€ uma via catabdlica essencial que degrada componentes celulares dentro do
lisossomo, onde as organelas celulares que ja ndo se encontram funcionais séo
capturadas por uma membrana, sendo decompostas. Existem trés vias principais de
degradacéo, as quais diferem essencialmente nos meios de entrega de carga para o
lisossomo, que sdo macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por
chaperonas (CMA) (GALLUZZI et al, 2011; GALLUZZI et al, 2012; MURROW;
DEBNATH, 2013).

A macroautofagia € iniciada pela formacdo de uma membrana em torno de
proteinas e organelas, designada de fagéforo. Este pode ser originado a partir da
membrana citoplasmatica, do reticulo endoplasmatico ou da membrana mitocondrial
externa. A fusédo das extremidades do fagoforo origina a formacdo de uma estrutura
fechada com dupla membrana, o autofagossomo. A membrana exterior do
autofagossomo se funde com um lisossomo, originando o autolisossomo. O seu
conteudo €, posteriormente, degradado por enzimas lisossomais (VAN LIMBERGEN
et al, 2009).

A microautofagia é uma via conservada em organismos desde leveduras a
mamiferos, assim como a macroautofagia. Na microautofagia, os componentes
citosolicos sdo incorporados diretamente em lisossomas, através de invaginacdes da
membrana lisossomal (VAN LIMBERGEN et al, 2009).

A autofagia mediada por chaperones apenas € observada em células de
mamiferos. Esta € mediada por chaperonas especificas, que permitem a translocacao
de determinadas proteinas para o liumen lisossomal através da membrana, por
interacdo com o receptor LAMP-2, resultando no desenrolamento das proteinas e sua
degradacéo (VALDOR; MACIAN, 2012).

Em relacdo ao céncer, as células podem sofrer um processo autofagico

devido ao aumento descontrolado do metabolismo. Ha, também, alguns indicios de
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morte celular por autofagia em células onde a apoptose ndo é funcional (SHIMIZU et
al, 2004; GRANDER et al, 2005), ou até mesmo inducdo da autofagia antes da
apoptose (LAANE et al, 2009; ZHAO et al, 2010), o que configura uma intrinseca
relag@o entre esses dois processos de morte celular. Alguns estudos tem mostrado
gue a autofagia é necessaria em alguns casos especificos para que ocorra a morte
celular programada; no entanto, a maior parte das mortes programadas nao €
mediada por autofagia mesmo que a morte celular apresente caracteristicas de
autofagia (EISENBERG-LERNER, 2009; GUMP; THORBURN, 2011). Sendo assim,
hé trés critérios necessarios para caracterizar a morte celular por autofagia: primeiro,
a morte celular deve ocorrer de forma independente da apoptose; segundo, deve
haver um aumento do fluxo autofagico e ndo simplesmente o aumento de marcadores
autofagicos; e terceiro, a inibicdo genética ou quimica da autofagia deve ser capaz de
suprimir a morte celular. Estes trés procedimentos s&o cruciais para poder discriminar
se a autofagia determina a morte celular ou esta alterando a dindmica da morte
(SHEN; CODOGNO, 2011).

2.4.2 Apoptose

A apoptose é um importante fendmeno, bem caracterizado, na citotoxicidade
induzida por farmacos anticancer (MADDIKA et al, 2007), sendo também um processo
seletivo de delecao celular fisiologica (HENGARTNER, 2000), visto que ocorre para o
controle da populacao celular e do tecido (VERMES et al, 2000), desenvolvimento
embrionério (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004), dentre outros processos fisiolégicos e
patolégicos (OUYANG et al, 2012). Foi primeiramente descrita por Kerr e
colaboradores em 1972 (KERR et al, 1972).

De origem grega “apo” (de) e “ptose” (cair), a apoptose € conhecida como
morte celular programada, fenbmeno esse em que a célula é estimulada a acionar
mecanismos que culminam com sua morte. A célula em apoptose nao sofre autdlise,
ela é fragmentada, ocasionando a formacdo de corpos apoptéticos, que sao,
posteriormente, endocitados por células vizinhas, sem desencadear quimiotatismo
nem ativacao de células fagocitarias, diferentemente da necrose (KERR et al, 1972;
BRASILEIRO-FILHO, 2006; DANIAL; KORSMEYER, 2004).
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A morte celular através da via apoptética pode ser identificada por uma série
de caracteristicas marcantes e coordenadas. Neste processo, pode-se observar a
retracao celular e consequente perda de aderéncia com a matriz extracelular e células
vizinhas. As organelas mantém a morfologia, porém em alguns casos, as mitocondrias
podem apresentar ruptura na membrana externa. A cromatina sofre condensacgéo,
além disso, na membrana plasmatica sdo formados prolongamentos, os chamados
“blebs”, que aumentam de tamanho e se rompem, originando 0s corpos apoptoticos,
onde sao rapidamente fagocitados por macrofagos e removidos sem causar processo
inflamatorio (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; OUYANG et al, 2012).

Atualmente, sdo conhecidas duas vias moleculares que levam as células a
sofrerem o processo de morte por apoptose, sao elas, as vias extrinseca ou via de
receptor de morte e via intrinseca ou via mitocondrial (MARTELLI et al, 2001; FADEEL;
ORRENIUS, 2005; ASHKENAZI; HERBST, 2008; LIU et at, 2011) (Figura 4).

Quando a via intrinseca € ativada, 0 primeiro passo € 0 aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial, seguida da liberacdo de proteinas que
normalmente estavam localizadas no espago intermembranar [citocromo c, fator de
inducdo da apoptose, Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of
Caspases/Direct IAP Binding Protein with Low Propidium iodidel), entre outros]. O
citocromo ¢ se liga a Apaf-1 (Apoptotic peptidase activating fator 1) e forma um
complexo multicatalitico chamado apoptossomo. Este complexo ativa a caspase-9 a
partir de sua forma zimogénica pré-caspase-9. Entdo, a caspase-9 cliva as caspases
efetoras -3, -6 e -7, ativando-as para realizar a fragmentacdo do DNA (KUMAR et al,
2004; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004; BRASILEIRO-FILHO, 2006; RIEDL;
SALVESEN, 2007; LOPEZ; TAIT, 2015) (Figura 4). Esse processo é regulado por
moléculas anti-apoptoéticas (proteinas Bcl-2, Bcl-xL e Mcl-1), e pré-apoptéticos (Bax,
Bad e BIM) (YOULE; STRASSER, 2008; TAIT; GREEN, 2010).

A via extrinseca, também denominada via do receptor de morte, envolve a
ativacdo de receptores de membrana. Eles sdo membros da superfamilia de
receptores de fatores de necrose tumoral (Tumor Necrosis Factor receptor - rTNF).
Estéo inclusos nessa familia os receptores de membrana rTNF-1, FAZ (CD95), TRAIL
(TNF-related apoptosis inducing ligand), entre outros. Esses receptores possuem um
dominio distinto dentro do citoplasma denominado de dominio de morte (Death

Domain - DD) que contém uma sequéncia de 65 aminoacidos. Apos a associacdo dos
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receptores de membrana ao seu correspondente DD, acontece uma mudanca
conformacional nos receptores, 0 que promove o recrutamento de uma molécula
adaptadora (FAZ) que ira se associar com o DD, formando o FADD. Este complexo
formado é o responsével por iniciar a cascata de caspases, pois o FADD se liga a
procaspase-8 e forma caspase-8, ativando as caspases efetoras -3, -6 e -7
(STRASSER et al, 2000; ASHKENAZI, 2002; GUIMARAES; LINDEN, 2004; ZIEGLER;
GROSCURTH, 2004) (Figura 4).

A perda da apoptose € uma das caracteristicas da proliferacdo tumoral e, por
isso, tem se tornado um alvo importante nas pesquisas com o objetivo de desenvolver
novos tratamentos para o céncer. Sendo assim, a aplicabilidade clinica de
guimioterapicos é dependente da habilidade para disparar a apoptose (WANG et al,
2012).

Figura 4: Representacdo esquematica com as principais vias de ativacao da apoptose

(intrinseca e extrinseca).
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Fonte: adaptado de BERGANTINI et al, 2005.
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2.4.3 Necrose

Durante muito tempo a necrose foi classificada como um mecanismo de morte
acidental. Esta é caracterizada por envolver a perda da integridade da membrana
celular, inchaco citoplasmatico, formacdo de vacuolos, inchaco do reticulo
endoplasmatico, distensdo ou rompimento mitocondrial, lise dos lisossomos e
liberacdo do conteddo citoplasmatico para o tecido circundante (MAJNO; JORIS,
1995; TRUMP et al, 1997) desencadeando a inflamagdo (KUROSAKA et al, 2003).

Atualmente, esta claro que a necrose pode ocorrer de forma regulada, a partir
de um mecanismo chamado “necroptose”, cuja fungdo é consideravelmente
importante em processos fisiolégicos e patolégicos. O termo “necroptose” tem sido
utilizado como sinbnimo de necrose programada que depende da atividade da
Proteina Quinase e da interagdo com Receptor-1 (RIPK1) (KROEMER et al, 2009).

Marcadores classicos de apoptose, como a condensacdo da cromatina e
fragmentagao nucleossomal de DNA n&o s&o vistos em morte via necrose. Contudo,
assim como a apoptose, células necroéticas externalizam a fosfatidilserina antes da
permeabilizacdo da membrana plasmatica, promovendo, assim, 0 seu

reconhecimento pelos fagocitos (GALLUZZI et al, 2011).

Atualmente, os mecanismos moleculares responsaveis pela necroptose estao
em processo de identificacdo. A ativacdo da necroptose pode acontecer pelos
mesmos ligantes que ativam a apoptose, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF).
Nessa via, o ligante TNF- se une ao receptor TNFR1; dessa forma, essa interacéao
aciona o recrutamento das proteinas de Dominio de Morte Associado a TNFR
(TRADD), RIP-1, Proteinas inibidoras de apoptose (IAPs), Fator associado a TNFR5
(TRAF-5), que constituem uma estrutura chamada de complexo I. As proteinas IAPs
realizam a poliubiquitinacdo de RIP-1, acionando a ativacdo de NF-kB. No entanto,
guando RIP-1 sofre desubiquitinacdo, a composicdo do complexo se modifica

passando a se chamar complexo Il (GALLUZZI et al, 2011).

O complexo I, também chamado de Complexo de Sinalizacdo de Inducao de
Morte (DISC), € constituido por RIP-1, Proteina Quinase de Interacdo com Receptor-
3 (RIPK-3), TRADD, Dominio de Morte associada ao CD95 (FADD) e caspase-8
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(CASP8). Na presenca da CASP8 ativa, RIP-1 e RIP-3 s&o desativados, acarretando
em apoptose. Contudo, quando a CASP8 ndo pode ser ativada, devido as condi¢des
genéticas ou farmacologicas, RIP1 e RIP3 sao fosforiladas, formando assim um
complexo molecular chamado de necrossoma. O necrossoma, por sua vez, provoca
0 aparecimento de mudltiplos sinais pro-necroticos, tais como: permeabilizacdo da
membrana lisossomal e liberacdo citosdlica de hidrolases lisossomais, ativacdo de
esfingomielinases (SMases) e alteracbes metabdlicas, incluindo o DNA, proteinas,
lipideos, promovendo a reducao exagerada dos niveis de ATP (GALLUZZI et al, 2011;
NIKOLETOPOULOU et al, 2013).

Figura 5: Vias de sinalizagcdo molecular da necroptose.
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Fonte: TSUDA et al, 2012.

2.4.4 Catastrofe mitética

Considerada um tipo de morte celular que ocorre durante a mitose ou durante
a intérfase subsequente, a catastrofe mitdtica € resultante da segregacédo

cromossOémica anormal ou de danos induzidos a molécula de DNA, acoplada a
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defeitos nos checkpoints. Esses danos normalmente induzem a alteragbes
morfologicas, como formacéao de células com multiplos microndcleos (multinucleacéo)
(CASTEDO et al, 2004; KROEMER et al, 2009; GALLUZZI et al, 2012).

A inducéo da catastrofe mitotica pode ser provocada por danos causados por
agentes hiperpolimerizadores (taxanos, epotilones), agentes despolimerizadores
(como alcaloides da vinca e colchicina) e por agentes que causam danos ao DNA.
Células tumorais sdo, na maioria das vezes, deficientes nos checkpoints do ciclo
celular, o que as tornam mais suscetiveis a mitose catastrofica apos tratamento com
farmacos antineoplasicos (CASTEDO et al, 2004).

2.5 A QUIMIOTERAPIA E NOVAS ALTERNATIVAS PARA O TRATAMENTO DO
CANCER

Os mais diversos tipos de cancer representam, ainda hoje, um desafio para a
ciéncia e para a medicina, devido ao fato de que para a maioria dos tumores ainda
ndo foi encontrada a cura e, além disso, os tratamentos utilizados produzem efeitos
colaterais muito prejudiciais ao paciente, principalmente aos mais debilitados, em

virtude da citotoxicidade das drogas nas células nao-tumorais (AL-TEL, 2010).

A utilizacao de agentes quimicos, isolados ou em combinacdo com o objetivo
de tratar os tumores malignos, denomina-se quimioterapia antineoplasica. Difere-se
da radioterapia e da terapia cirtrgica por ser um tratamento sistémico e cada vez mais
tem se tornado uma das mais importantes e promissoras ferramentas de combate ao
cancer do mundo (BONASSA; SANTANA, 2005).

Define-se quimioterapia como sendo a administracao de uma ou varias drogas
citotoxicas de modo combinado. Esta administracdo pode ser via oral, intravenosa,
intramuscular ou intradérmica. Este tipo de tratamento constitui uma das mais
relevantes modalidades terapéuticas empregadas na clinica oncolégica (BRASIL,
2011; ESTANQUEIRO; AMARAL, 2015). Durante o tratamento, os quimioterapicos
atingem todas as partes do corpo, com o propdsito de eliminar as células tumorais
onde quer que elas estejam, podendo atuar em diversas etapas do metabolismo

celular. Eles normalmente interferem na sintese ou na transcricdo do DNA ou
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interferem diretamente na producéo de proteinas, agindo principalmente nas células
em processo de divisdo (AZEVEDO, 2004).

O sucesso da quimioterapia acaba se tornando limitado, devido a resisténcia
a droga que as células tumorais apresentam e aos efeitos colaterais provocados pela
citotoxicidade das drogas as células normais (KUMAR; KAUR; SILAKARI, 2014). Os
medicamentos quimioterapicos bloqueiam alguns processos metabodlicos que séo
comuns tanto aos tumores quanto aos tecidos sadios, afetando de forma indesejada,
os tecidos do corpo com maiores indices de renovacdo, como a medula 0ssea, couro
cabeludo, pele e mucosas, e provocando efeitos colaterais, que podem variar em
frequéncia e intensidade para cada individuo (HAMERSCHLAK et al, 2006).

Os sintomas mais comuns provocados pelo tratamento quimioterapico séo:
anemia, fadiga, suscetibilidade a infec¢bes (leucopenia), lesbes orais, nauseas e
vomitos, diarreia e queda de cabelo (alopécia). Alguns desses sintomas sao
transitorios, ocorrendo somente durante alguns dias apdés a administracdo do
tratamento (HAMERSCHLAK et al, 2006).

A imunoterapia, também chamada de vacina contra o céncer, é outra
estratégia de combate ao cancer que tem por objetivo principal estimular o sistema
imunolégico dos pacientes a destruir células transformadas. A resposta imune
desencadeada pode proteger também o0s pacientes contra metastases e recidivas
tumorais (HERR; MORALES, 2008; UTKU, 2011). A hormonioterapia também tem
sido utilizada no combate ao cancer e quando combinada com a radioterapia tem
apresentado resultados mais satisfatorios (NAIKI et al, 2012; FRANCO; SOUHAMI,
2015). Além disso, as terapias com fotorradiacdo (KUSUZAKI et al, 2007), terapia
génica, uso de nanocarreadores e liberacdo controlada de farmacos vém sendo
testados para uso clinico (ACS, 2014; ESTANQUEIRO; AMARAL, 2015).

Apesar do consideravel arsenal de drogas ja existentes para o tratamento do
cancer, em muitos casos, 0 sucesso terapéutico ndo é alcancado por causa de falhas
nos tratamentos, altos indices de recidivas, reducéo da sobrevida dos pacientes e dos
efeitos adversos, o que leva a uma continua busca por novos farmacos (SALGALLER;
LODGER, 1998). O farmaco ideal deve aumentar a especificidade, protegendo tecidos

normais, minimizar o desconforto dos pacientes e aumentar a eficacia, resultando na
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erradicacao do tumor (BRANNON-PEPPAS; BLANCHETTE, 2004; SANTINI et al,
2007).

O aumento do conhecimento dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos no cancer serve como base para procura de novas estratégias terapéuticas
mais eficientes, seja pelo emprego de novas substancias ou por novos métodos de
preparacao e administracdo (ROEDER et al, 2009; ESTANQUEIRO; AMARAL, 2015).

Em tempos passados e, também, recentemente um amplo esforgo tem sido
feito quanto ao desenvolvimento de tecnologias derivadas do estudo de compostos
guimicos, a exemplo dos compostos mesoidnicos, ampliando a possibilidade de
aplicacado no tratamento frente a progressao cancerigena (BAKER; OLLIS, 1957,
BARBOSA et al, 2009).

2.6 COMPOSTOS HETEROCICLICOS

A atividade bioldgica de inUmeros compostos esta relacionada a presenca
de grupos heterociclicos em sua estrutura. Os compostos heterociclicos possuem
propriedades quimicas caracterizadas por grande reatividade. As mais importantes
reacdes nos seres vivos, como a provisao de energia, transmissao de impulsos
nervosos, visdo, metabolismo e transferéncia de informacédo hereditaria ocorrem

com a participacdo de grupos heterociclicos (POZHARSKU et al, 1997).

Compostos heterociclicos naturais apresentam diversas aplicacées como
terapéuticos, conferindo varios beneficios e, também, efeitos colaterais
indesejaveis. Para resolver os problemas relacionados a toxicidade e com a
finalidade de desenvolver substancias com aplicagdo farmacoldgica, surgiram os
compostos similares sintetizados em laboratério, que apresentam a vantagem de
possibilitar a realizac&o de substituicdes estruturais afim de se obter compostos com
os efeitos desejados (POZHARSKU et al, 1997).

Muitos destes compostos ja sdo farmacos amplamente utilizados na clinica,
apresentando atividades farmacoldgicas diversificadas, tais como: anti-hipertensivo
(Losartan); antiviral (Ribavirina); antitumoral (Carbamato de fluorouracila);

antifangica (Posaconazol); anti-inflamatéria e analgésica (Dipirona); e
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antiprotozoéria (Metronidazol) (ROMAO et al, 2009); PEIXOTO et al, 2016). Tendo
como objetivo principal a busca pelo tratamento de diversas doencas, muitos
compostos heterociclicos tém sido sintetizados em laboratorio. Dentre estes, 0s

chamados compostos mesoidnicos se destacam por sua aplicagao terapéutica.
2.6.1 Compostos Mesoidnicos

2.6.1.1 Histérico

A histéria da quimica dos compostos mesoidnicos teve inicio quando
Fischer e Besthorn, em 1882, sintetizaram o primeiro composto atualmente
classificado como mesoiénico, denominado a principio como “desidroditizona” e
representado por uma estrutura biciclica (figura 6), que se enquadrava
convenientemente entre moléculas organicas descritas por estruturas covalentes

e/ou polares.

Figura 6: Estrutura biciclica do primeiro composto mesoidnico sintetizado por

Fischer e Besthorn em 1882.
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Fonte: FISCHER; BESTHORN, 1882.
Em 1895, Busch sintetizou os compostos atualmente conhecidos como

mesoibnicos 1,3,4-tiadiazdlio-2-tiolatos (figura 7), intitulando-os, na época, “endo-

tiadihidrotiadiazolio”, e formulando para os mesmos as estruturas biciclicas
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improvaveis apresentadas nas figuras 8 e/ou 9 (BUSCH, 1895, 1899, 1905, 1906;
BUSCH; SCHNEIDER, 1903).

Figura 7: Estrutura quimica dos compostos mesoibnicos 1,3,4-tiadiaz6lio-2-tiolato.
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Fonte: adaptado de BUSCH, 1895.

Figura 8: Estrutura biciclica I, do composto mesoidnico, intitulada “endo-

tiadihidrotiadiazélio”, proposta por Busch, em 1895.
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Fonte: adaptado de BUSCH, 1895.

Figura 9: Estrutura biciclica Il, do composto mesoibnico, intitulada “endo-

tiadihidrotiadiazolio”, proposta por Busch, em 1895.
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Fonte: adaptado de BUSCH, 1895.
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Ao analisar os compostos sintetizados por Busch, Schoenberg (1938) sugeriu,
a partir de conceitos tedricos, que 0os mesmos compostos poderiam ser melhor
representados por um dos anéis monociclicos de cinco membros de hibridos de

ressonancia da estrutura apresentada na figura 7 (10a — 10f).

Figura 10: Estruturas dos compostos mesoidnicos propostas Schéenberg, em 1938.
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Fonte: adaptado de SCHOENBERG, 1938.

A estrutura biciclica (figura 11c) foi atribuida, por Earl e Mackney (1935), ao
produto de reacdo entre a N-nitroso-N-fenil-glicina (figura 11a) e o anidrido acético
(figura 11b). Em seguida, eles observaram que esta mesma reagao correspondia a
uma ciclo-desidratacéo e deram a esta estrutura (figura 11¢c) o nome de “Sydnone”,
homenageando a Universidade de Sydney, na Australia, local onde a mesma foi

sintetizada.
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Figura 11: Reacédo para obtencéo de estrutura biciclica (Sydnone) proposta por Earl

e Mackney, em 1935.
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Fonte: adaptado de EARL e MACKNEY, 1935.

Barker e Ollis (1949-1957), ao analisar a estrutura da “Sydnone”, proposta por
Earl e Macney (1935), através de estudos de ultravioleta, consideraram a estrutura
insatisfatdria e sugeriram que estes compostos tinham carater aromatico, incluindo-os
na familia de compostos heterociclicos. De acordo com esta classificacdo, estes
compostos ndo podem ser representados adequadamente por estruturas totalmente
covalentes ou totalmente polares. Eles propuseram, entdo, que a sidnona fosse
representada como hibrida de ressonancia das diversas formas canonicas (Figura 12a
— 12d), ou seja, envolvendo no anel desta estrutura a presenca de um caréter

aromatico devido ao tipo (4n + 2) de elétrons 11, onde n é igual a 1 (Figura 13).

Figura 12: Representacao hibrida de ressonancia de diversas formas canonicas das

sidnonas, proposta por Barker e Ollis (1949-1957).
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Fonte: adaptado de BARKER e OLLIS, 1949-1957.
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Figura 13: Representacdo hibrida da estrutura das sidnonas, envolvendo no anel

desta estrutura a presenca de um carater aromatico, proposta por Barker e Ollis (1949-

1957).
\ H
N
S

Fonte: adaptado de BARKER e OLLIS, 1949-1957.

Ph

Grandes avancos tem acontecido nos estudos realizados, principalmente a
partir da década de 60, com relacédo a sintese, determinacao estrutural e aplicacéo

dos compostos mesoibnicos.

2.6.1.2 Conceito dados para compostos mesoiénicos

E sabido que ao longo dos anos o conceito dos compostos mesoidnicos tem
sofrido diversos ajustes. Estudos realizados por Baker e Ollis (1957) incluiram nesta
classe de substancias heterociclicas os compostos com caracteristicas ao mesmo

tempo mesomeéricas e idnicas, classificando-os como “compostos mesoidnicos”.

Nesta época, o interesse por definir a estrutura exata que caracterizasse esta
classe de compostos gerou diversas publicagdes. A primeira definicdo mais detalhada
dos compostos mesoibnicos foi proposta por Baker e Ollis (1957), sendo incluidos
nesta classe 0os compostos que: possuirem um anel aromatico de 5 ou 6 membros
gue nao seja capaz de ser representado totalmente por uma estrutura covalente; onde
todos os atomos do anel possuam elétrons 11 para formar o sexteto deslocalizado; o
anel tem uma carga parcial positiva que € contrabalanceada por uma carga negativa
correspondente em um atomo ou grupo exociclico; o anel deve ser plano ou quase

plano e possuir consideravel energia de ressonancia.
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Ollis e Ramsden (1976) propuseram uma modificacdo nesta definicdo. O

termo “mesoibnico” ficaria restrito a anéis heterociclicos com apenas cinco membros.

Posteriormente, Potts (1978) classificou os compostos mesoidnicos como um
sistema heterociclico com cinco membros, ndo podendo ser representados por
estruturas normais, covalentes ou polares e descrevendo-os como hibridos de todas
as formas possiveis carregadas, envolvendo no anel a presenca de um caréter
aromatico do tipo (4n + 2) elétrons T, sendo classificados como betainas
heteroaromaticas representadas pela estrutura geral abaixo, onde “a”, “b”, “c”, “d”, “e”
e “f’ sdo atomos, grupos de atomos, derivados do carbono ou heteroatomos (Figura

14).

Figura 14: Estrutura do composto mesoiénico proposta por Potts (1978).

Fonte: adaptado de POTTS, 1978.

As betainas sdo moléculas neutras conjugadas que podem ser representadas
somente por estruturas dipolares nas quais as cargas positivas e negativas estao
restritamente deslocalizadas dentro de um sistema 1 de elétrons. Sendo assim, os
compostos mesoidnicos tem sido descritos como betainas heterociclicas
mesomeéricas conjugadas (OLLIS; RAMSDEN, 1976).

Duas novas definicdes para essa classe de compostos foram lancadas em
seguida: a primeira definicdo foi baseada principalmente em evidéncias quimicas,
propondo que os “compostos mesoidnicos sdo betainas com anéis de cinco membros
poli-heteroatdémicos, estabilizados por deslocalizacdo de elétrons e com momentos

dipolares, nos quais elétrons e uma carga positiva estdo deslocalizados sobre parte



44

do anel e sobre grupos ligantes e nos quais elétrons e uma carga negativa,
formalmente em um atomo a (normalmente um heteroatomo), estdo deslocalizados
sobre a parte remanescente do anel. A deslocalizacdo de elétrons e carga negativa
podem ser estendidas numa cadeia lateral ligada ao atomo a” (SIMAS et al, 1991). A
segunda definicdo foi baseada em conceitos tedricos, estabelecendo que os
compostos mesoidnicos sdo aqueles caracterizados por: um anel plano de cinco
membros com pelo menos uma cadeia lateral, cujo atomo a também esta situado no

plano; um momento dipolar e um alto momento quadrupolar (SIMAS et al, 1993).

Outro conceito para essa classe de compostos foi definido com base nos
estudos experimentais e tedricos apresentados anteriormente: compostos
mesoidnicos sdo betainas heterociclicas planas de cinco membros, com pelo menos
uma cadeia lateral, cujo atomo a também esta no mesmo plano do anel. Os elétrons
estéo deslocalizados sobre duas regides separadas por duas ligacdes essencialmente
simples: uma regido que inclui o atomo a da cadeia lateral, que esta associada com o
HOMO e uma carga 1 negativa; e outra regido que esta associada com o LUMO e
uma carga 1T positiva. E importante destacar que, apesar dos compostos mesoiénicos
serem altamente estabilizados por deslocalizacdo de elétrons e cargas, eles ndo séo
aromaticos (SIMAS et al, 1996).

Pesquisas mais recentes corroboram com os estudos anteriores e afirmam
gue estes compostos possuem caracteristicas estruturais bastante peculiares e sdo
considerados um grupo distinto de heterociclicos pertencentes a classe das betainas,
gue constituem uma classe que apresenta um grupo amina na cadeia ciclica e ndo
possuem anel aromatico (BADAMI, 2006; PEIXOTO et al, 2016). Na figura 15, é
possivel verificar, através de uma estrutura basica, esta definicdo do composto
mesoidnico, onde “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f’ s&o, normalmente, atomos de C (Carbono),
N (Nitrogénio), O (Oxigénio), S (Enxofre) ou Se (Selénio) (LIRA et al, 2002; BHOSALE
et al, 2012; PEIXOTO et al, 2016).
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Figura 15: Esquema representativo da estrutura basica de um composto mesoidnico.

Fonte: LIRA et al, 2002.

2.6.1.3 Classificagdo dos compostos mesoidnicos

De acordo com a classificagcdo proposta por Ollis e Ramsden (OLLIS e
RAMSDEN, 1976), os compostos mesoiénicos estdo atualmente divididos em dois
grupos, dependendo das suas ligacOes e reatividade quimicas: tipo A (Figura 16a)
e tipo B (Figura 16b), onde “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f" podem ser atomos de “C”
(Carbono), “N” (Nitrogénio), “O” (Oxigénio), “S” (Enxofre) ou “Se” (Selénio) e “1” e
“2” representam o numero de elétrons 1T com que cada atomo contribui, num total
de oito elétrons deslocalizados nas duas regides do sistema, dos quais seis desses
elétrons pertencem ao anel de cinco membros e dois se encontram no atomo
exociclico, deslocalizados no sistema conjugado (Figura 16a - 16b,

respectivamente).

Figura 16: Representacdo estrutural basica dos dois grupos distintos de compostos

mesoibnicos com base na classificagdo proposta por Ollis e Ramsden (1976).
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Fonte: adaptado de OLLIS e RAMSDEN (1976).

Existem propriedades que diferenciam os dois grupos de mesoidnicos, uma
delas é o tautomerismo: o composto mesoidnico do tipo A apresenta a forma fechada
como tautdmero mais estavel; ja o tipo B apresenta a forma tautomérica aciclica como
sendo a mais estavel (OLLIS e RAMSDEN, 1976).

Para compreender melhor esta diferenca na tautomeria dos dois tipos de
compostos mesoidnicos, exemplificamos o composto 1,3-difenil-1,2,3,4-tetrazdlio-5-
tiolato (Figura 17c), que representa os compostos do tipo A e o0 seu isdmero
desidroditizona que representa os compostos do tipo B (Figura 17f). Observa-se ao
analisar as formas “17c” e “17f" que a contribuicdo dos dois pares de elétrons na
estrutura “17¢” dos atomos de nitrogénio 1 e 3 (“b” e “d” na estrutura “16a”) esta de
acordo com o proposto por Ollis e Ramsden (1976) para mesoiénicos do tipo A,
enquanto que na estrutura “17f” estes pares de elétrons estao localizados nos atomos

de nitrogénio 2 e 3 (“b” e “c” na estrutura “16b”), correspondendo aos compostos

mesoidnicos do tipo B.

Figura 17: Tautomeria do composto 1,3-difenil-1,2,3,4-tetrazélio-5-tiolato e da
desidroditizona, representando, respectivamente, 0os compostos mesoidnicos dos

tipos A e B.
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Fonte: adaptado de OLLIS e RAMSDEN (1976).
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Os compostos do tipo A também sado caracterizados quimicamente
principalmente por participarem nas reacfes de cicloadicdo e cicloreversao 1,3-
dipolar (OLLIS e RAMSDEN, 1976). Na figura abaixo, tem-se um exemplo da reacéo
do mesoibnico 2,4-difenil-3-metil-1,3-oxazolio-5-olato (18a) com os dipolarofilos
H=C-CO:2Me (18b) e CS2 (18c), gerando os produtos “18d” e “18e”, respectivamente
(Figura 18).

Figura 18: Exemplo para caracterizagdo quimica dos compostos mesoidnicos do

tipo A.

Ph Me—N Ph

)| .
>®7(') COsMe Ph CO,Me
W-N\Q\ 18b 0 e
@ ) e— /" Me—
¢ VZ
/ Ph
18 " P
a Z. ’
I & 18d
Ph Me—N Ph Ph

j s

Fonte: adaptado de HUISGEN, 1976.

Ja os compostos mesoidnicos do tipo B apresentam propriedades quimicas
diferentes daquelas apresentadas pelos compostos do tipo A. Eles sofrem abertura
do anel para formar tautémeros aciclicos (OLLIS e RAMSDEN, 1976). Na figura 19
€ possivel exemplificar, através da reacdo de desidroditizona, o equilibrio

envolvendo os tautbmeros “19a” e “19b”.
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Figura 19: Reacgdo de desidroditizona, apresentando o equilibrio entre os

tautdbmeros “19a” e “19b”.
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Fonte: adaptado de OLLIS e RAMSDEN, 1976.

Ao substituir corretamente os &tomos ou grupos de &tomos “a”, “b”, “c”, “d”, “e”
e “f” nas estruturas anteriormente apresentadas, “16a” e “16b”, por atomos de carbono
(C), nitrogénio (N), oxigénio (O) e enxofre (S), obtém-se diversas estruturas
mesoidnicos possiveis diferentes do tipo A e do tipo B. Nas tabelas 1 e 2 é possivel

visualizar alguns sistemas mesoionicos do tipo A e B, respectivamente.

Tabela 1: Alguns sistemas mesoidnicos descritos na literatura (OLLIS e RAMSDEN,
1976).

SISTEMA ATOMOS OU GRUPOS DE ATOMOS
Exemplo a b o d e f
OXAZOLIO

1,3-oxazolio-5-olato e) CR NR CR C O



DIAZOLIO
1,3-diazélio-4-olato
TIAZOLIO
1,3-tiazélio-5-tiolato
DITIOLIO
1,3-diti6lio-4olato
OXADIAZOLIO
1,2,3-oxadiazélio-2-
tiolato
OXATIAZOLIO
1,2,3-oxatiaz6lio-5-
olato

TRIAZOLIO
1,2,3-triaz6lio-4-
aminida
TIADIAZOLIO
1,3,4-tiadiazdlio-4-
olato
OXATRIAZOLIO
1,2,3,4-oxatriazolio-
5-tiolato
TETRAZOLIO
1,2,3,4-tetrazélio-5-
aminida
TIATRIAZOLIO
1,2,3,4-tiatriazélio-
5-olato
DITIADIAZOLIO
1,2,3,4-
ditiadiazélio-5-olato
DIOXOLIO
1,3-dioxélio-4-olato
OXATIOLIO

1,3-oxatdlio-5-olato

SELENAZOLIO

NR

NR

NR

NR

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR
CR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

Se

CR

CR

CR

CR

CR

CR

CR
CR

NR

NR

49




1,3-selenazélio-4-

olato
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Onde, “a”, “b”, “c”, “d”, “e” e “f’ correspondem a atomos ou grupo de atomos presentes

na estrutura dos sistemas mesoidnicos do tipo A; “O” equivale a atomos de Oxigénio,

“C” (Carbono), “N” (Nitrogénio), “S” (Enxofre) e “Se” (Selénio); “CR” equivale a um

radical de carbono radical; “NR” corresponde a um radical de Nitrogénio.

Tabela 2: Alguns sistemas mesoionicos descritos na literatura (OLLIS e RAMSDEN,

1976).
SISTEMA ATOMOS OU GRUPOS DE ATOMOS
Exemplo a b C d e f
DIOXOLIO
1,2-dioxdlio-4-olato CR 0] @) CR C O
OXAZOLIO
1,2-oxazélio-4- NR CR NR CR C @)
aminida
DIAZOLIO
1,2-diazolio-5- S CR NR CR C S
olato
TIOAZOLIO
1,2-tiazdlio-4- CR S NR CR C NR
aminida
DITIOLIO
1,2,3-ditidlio-4-olato CR S S CR C O
TETRAZOLIO
1,2,3,4-tetraz6lio-5- N NR NR N C @)
olato
TIADIAZOLIO
1,2,5-tiadiaz6lio-3- N S NR CR C O

olato

Onde’ “a’!, “b"’ “C”, 13

d”, “e” e “f” correspondem a atomos ou grupo de atomos presentes

na estrutura dos sistemas mesoidnicos do tipo B, onde “O” equivale a atomos de
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Oxigénio, “C” (Carbono), “N” (Nitrogénio), “S” (Enxofre) e “Se” (Selénio); “CR” equivale

a um radical de carbono radical; “NR” corresponde a um radical de Nitrogénio.

A maioria dos mesoibnicos heterociclicos € de origem sintética e possuem um
anel heterociclico que pode ser: imidazol, oxadiazol, oxazol, pirazol, tetrazol, tiadiazol,
tiazol ou triazol (Figura 20) (BADAMI, 2006).

Figura 20: Estrutura quimica dos principais compostos mesoidnicos.
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Fonte: adaptado de BADAMI, 2006.

O potencial valor dos compostos mesoidnicos como substancias
biologicamente ativas estd no seu carater betainico e planar e na variagdo de
densidades de cargas eletronicas no anel heterociclico, sendo uma exociclica, assim
atribuindo propriedades anfifilicas (ATHAYDE-FILHO et al, 2000), sendo capazes de
interagir com biomoléculas, tais como, DNA e/ou proteinas (SENFF-RIBEIRO et al,
2004). Além disso, a neutralidade global desses compostos lhes permite atravessar
membranas bioldgicas in vitro e in vivo (SENFF-RIBEIRO et al, 2004; PAIVA et al,
2015).

Estudos com compostos mesoibnicos tem sido realizados ha décadas
(ATHAYDE-FILHO et al, 1996). O grande interesse nessa classe de heterociclicos sao
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os relatados da literatura sobre o grande numero de aplicagcdes biologicas,
farmacéuticas e tecnoldgicas (SENFF-RIBEIRO et al, 2004). Os compostos
mesoibnicos apresentam um amplo espectro de atividades biolégicas como, por
exemplo, antifungica (PAIVA et al, 2015), antimicrobiana (ATHAYDE-FILHO et al,
1999; DESHPANDE; PAI, 2010; OLIVEIRA, 2011; DUBEY et al, 2014), antineoplasica
(PENG et al, 1975; GRYNBERG et al, 1992; DUNKLEY; THOMAN, 2003; SENFF-
RIBEIRO et al, 2004), antidepressivo (ANDERZHANOVA et al, 2001), anti-inflamatoria
(DESHPANDE; PAI, 2010), anticonvulsivante, antiepiléptica (VIDA et al, 1975;
CORTES et al, 1985), antiarritmico cardiaco, esquistossomicidas (WERBEL et al,
1977), inseticida (DUBEY et al, 2014), dentre outros. Alguns dos efeitos destes
compostos estao relacionados com a presenca de grupos substituintes especificos no
anel ou a habilidade destes compostos em liberar 6xido nitrico de suas estruturas
moleculares (SENFF-RIBEIRO et al, 2004).

Estudos realizados com o 4-fenil-5-(4-nitrocinamoil)-1,3,4-tiadiaz6lio-2-
fenilamina mostraram que este composto mesoibnico é capaz de inibir o transporte de
elétrons através do sistema da cadeia respiratoria entre os complexos Il e 1ll, colapsar
a transmembrana e estimular a atividade da ATPase em mitocOndrias intactas. Estes
efeitos relacionados a energia das mitocéndrias parecem estar associados com

alteragcOes na permeabilidade da membrana e fluidez (SENFF-RIBEIRO et al, 2003).

Uma investigacdo na atividade de um composto mesoidnico da classe das
sidnonas (Syd-1) em ratos com carcinoma de Ehrlich, sarcoma 180 e histiocitoma
fiboroso (B1OMCII) sugeriu que a atividade antitumoral dos mesoidnicos pode estar

relacionada a alteragcdes no metabolismo das mitocéndrias (SHIH, 2007).

Outros estudos in vivo também mostraram que os compostos 3-benzil-5-(4-
fldor-benzilideno)-1-metil-2-tioxo-imidazolidina-4-onas demonstraram baixos niveis de
toxicidade quando administrados em altas doses em camundongos (ALBUQUERQUE
et al, 2005).

Apesar do potencial valor dos compostos mesoiénicos como moléculas para
o desenvolvimento de novos farmacos, poucos estudos tem sido reportados sobre a
atividade antitumoral dos mesmos. Desta forma, sugere-se, a partir deste estudo, a
hipotese de que compostos mesoidnicos do grupo 1,3-tiazolio-5-tiolato, com ou sem

enriquecimento por zinco, podem desempenhar uma fungdo importante no controle
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do desenvolvimento de neoplasias malignas em células cultivadas de linhagens

humanas e animais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antineoplasico de novos compostos mesoidnicos do grupo
1,3-tiazolio-5-tiolato, com e sem enriquecimento por zinco, e seus possiveis

mecanismos de acéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar o potencial citotoxico dos compostos mesoiénicos MIH 2.4BL e MIH
2.47n;

» Verificar o indice de seletividade dos compostos teste;

* Investigar as vias de inducédo de morte celular dos dois compostos teste;

» Avaliar se ocorre parada do ciclo celular causada pelos compostos teste;

» Verificar o envolvimento mitocondrial no processo de morte celular;

« Quantificar os niveis de fragmenta¢cdo do DNA causada pelos compostos teste;

» Analisar a expressédo dos genes BAX, BCL2, CASPASES 3 e 9, envolvidos no

controle do ciclo celular e apoptose.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes e Materiais

Soro fetal bovino (FBS) e Tripsin-EDTA 0,5% (10X) foram adquiridos da
GIBCO®. O meio para cultura de células RPMI-1640 foi adquirido da HIMEDIA® e o
meio DMEN foi adquirido da Invitrogen®. A solucdo tampéo PBS foi adquirida da
AMRESCO INC.®. E as solu¢bes tampao pH 4.00 e pH 7.00 foram obtidas da Casa
da Quimica Ind. e Com. Ltda. O Dimetilsulféxido (DMSO) foi adquirido da HIMEDIA®.
Os demais reagentes utilizados para o cultivo de células e analises em citometria de
fluxo [Solucéo de antibidticos (100 Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina
e 25 pyg/mL de anfotericina B), Doxorrubicina, lodeto de Propideo, Bicarbonato de
Sodio ultrapuro, Azul de Tripan, Brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2yl)-2,5-
difenilterazolio (MTT), Anexina V e Rodamina] foram obtidos através da Sigma®.

A agua utilizada para preparacao das solucdes foi obtida a partir de um sistema
de purificacédo (0>18MQ) pelo sistema Milli-Q Da Millipore (Billerica, EUA).

4.1.2 Células

Para realizacdo dos testes de citotoxicidade e mecanismos de morte celular
foram utilizadas as linhagens celulares apresentadas na tabela 3.

Todas as células foram obtidas através do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ) e mantidas no Laboratério de Fisiologia Animal e Molecular Aplicada (FAMA)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).



Tabela 3: Linhagens celulares utilizadas neste estudo.
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Linhagem Tipo Histoldgico Origem
HEp-2 Carcinoma de de colo de utero Humano
HT-29 Adenocarcinoma de colon retal Humano
HL-60 Leucemia promielocitica aguda Humano
MCF7 Carcinoma de mama Humano
RAW 264.7 Macrofagos peritoneais Murino
T-47D Carcinoma ductal de mama Humano
4T1 Céncer de mama Rato

4.1.3 Compostos Mesoidnicos

A principio, os compostos mesoidnicos (MIH 1, MIH 2, MIH 3, MIH 2.2, MIH 2.4,
MIH 2.4BI, MIH 3.1, MIH 3.2, 3.4a e 3.4b) utilizados no presente trabalho, foram

sintetizados no Laboratério de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica da

Universidade Federal da Paraiba (UFPB), coordenado pelo Professor Doutor Petrénio

Filgueiras de Athayde Filho.

A preparagéo do composto MIH 2.4BL com o nitrato de zinco para obtencéo do

composto MIH 2.4Zn foi realizada no Laboratério de Terras Raras (BSTR) do

Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco

(UFPE), coordenado pelo Professor Doutor Severino Alves Junior.

4.2 METODOS

4.2.1 Sintese do Composto Mesoiénico MIH 2.4Zn

Para a preparagdo do composto MIH 2.4Zn, foi realizado um teste de

solubilidade do composto MIH 2.4Bl em acetona, agua destilada, cloroférmio, etanol,

diclorometano e metanol. O composto MIH 2.4Bl foi soltvel apenas em metanol.
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Apoés o teste de solubilidade, o composto MIH 2.4Zn foi obtido da seguinte
forma: tanto o composto MIH 2.4BL quanto o ZN(NOs)2 foram dissolvidos
separadamente em metanol e, posteriormente, submetidos a uma mistura reacional
numa propor¢do de 3(MIH 2.4BI):1(Zn(NO3)2).

A mistura reacional foi mantida sob agitacdo por 24 horas. Imediatamente, a
mistura ficou incolor. Ap6s overnight, o composto preparado com o zinco foi
evaporado em temperatura de 38 - 40 °C. Posteriormente, o produto obtido MIH 2.4Zn

foi submetido as analises quimicas para caracterizacao.

4.2.2 Caracterizacdo Quimica dos Compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn

Apds a sintese do composto mesoibnico com base livre (MIH 2.4BI) e
preparacdo do mesmo com o zinco (MIH 2.4Zn), os produtos finais foram
caracterizados através da obtencédo da curva de calibracdo, espectrofotometria de
ultravioleta e visivel (UV-vis), espectrometria de emissdo Optica (ICP-OS),
espectroscopia de fotoluminescéncia, ressonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia de infravermelho transformada em Fourier (FT-IR), difracdo de raios-
X, analise termogravimétrica (TGA) e analise elementar. Todas estas analises foram
realizadas no Departamento de Quimica da UFPE, em parceria com o grupo de

pesquisa do professor Doutor Severino Alves Junior.

A curva de calibracao, primeira andlise realizada, teve por objetivo obter uma
formula matematica para quantificar a concentragdo do composto inicial (MIH 2.4Bl)
no produto final (MIH 2.4Zn). Para esta analise, foi pesado com exatidao 2,4 mg do
MIH 2.4Bl e diluido em 10 mL metanol P.A, obtendo a solucdo mée com concentracao
de 0,24 mg/mL. Em seguida, retirou-se desta solucdo aliquotas em triplicata, que
foram diluidas no mesmo solvente, obtendo as concentragdes de 0,03; 0,024; 0,018;
0,012; 0,006; 0,003 e 0,0012 mg/mL, e analisadas no espectrofotdmetro UV-vis.

A espectrofotometria de ultravioleta e visivel (UV-vis) foi realizada no

equipamento Agilent 8453, na concentracdo de 0,055 mg/mL em solvente metanol.
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A espectrometria de emisséo 6ptica (ICP-OS) tem por objetivo obter uma curva
padrdo, com linearidade e coeficiente linear, para obtencdo da concentracao de ions
metalicos (zinco) na amostra, sendo monitorada na linha espectral do zinco de
206,200nm. Esta andlise foi realizada em triplicata, utilizando 6 concentractes
diferentes do composto MIH 2.4Zn. Para o preparo da amostra, foi pesado 6mg do
MIH 2.4Zn e diluido em 5% de &cido nitrico, obtendo uma concentracao de 10mg/L do

composto.

As propriedades fotoluminescentes (espectros de excitacao e emissao, e tempo
de vida) dos compostos do presente estudo foram realizadas em um
espectrofluorimetro (Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-3 ISA), utilizando amostras
sélidas. O aparelho € equipado com monocromador duplo de excitacdo e de emisséo,
modelo FL-1039/40, lampadas continuas de xenbdnio com poténcia de 450 W e
pulsada de xénon de 150 W, fotomultiplicadora R928P. Os dados foram coletados em

um angulo de 90°, em relacdo ao feixe de emissao.

Os espectros de RMN 3C e 'H foram obtidos no aparelho Agilent300-

vnmrs300, em cloroformio deuterado como solvente.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho transformados em
Fourier (FT-IR) foram obtidos em um espectrometro FT-IR fabricado pela Perkin Elmer
modelo Spectrum 400, no intervalo de 4000 cm™ a 400 cm'?, usando pastilha e janela

de KBr, a temperatura ambiente.

A difracdo de raio X foi realizada no equipamento Shimadzu modelo ZRD —
6000 (radiacdo de Cu-K A = 1,54056 A), a 40 kV, com um filamento de 30 mA, com
filtro de Ni, nos parametros com passo de 0,01°, tempo de aquisicdo de 1 segundo e
janela angular (26) de 1°-25°, com o objetivo de avaliar o perfil de cristalinidade ou

amorfizacdo dos compostos.

A andlise termogravimétrica (TGA) pode ser dita como uma técnica
termoanalitica que acompanha a variagdo da massa da amostra e estabilidade
térmica, em funcdo da programacdo de temperatura. Pode-se dizer que o
equipamento da analise termogravimétrica € composto basicamente pela
termobalanca, um instrumento que permite a pesagem continua de uma amostra em

funcdo da temperatura, ou seja, a medida que ela é aquecida ou resfriada.
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Os dois compostos MIH 2.4BlI e MIH 2.4Zn foram, posteriormente,
encaminhados para a Central Analitica do Departamento de Quimica da UFPE para

realizacdo da andlise elementar.

4.2.3 Cultivo de Células

As linhagens celulares (tabela 3) empregadas nos testes de atividade citotoxica
e mecanismos antitumorais foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro
(Brasil) e foram mantidas no Laboratério FAMA, da UFRPE.

As células foram cultivadas em garrafas préprias para cultivo celular (25cm?),
contendo meio RPMI 1640 (HIMEDIA®) para as linhagens HL-60, MCF7, T-47D e 4T1
e meio DMEM (Invitrogen®) para as linhagens celulares HEp-2, HT-29 e RAW 264.7.
Todos os meios utilizados foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (FBS)
e 1% de antibiético/antimicético (100 Ul/mL de penicilina, 100 yg/mL de estreptomicina
e 25 pg/mL de anfotericina B).

As células foram mantidas em incubadora com atmosfera de 5% de CO: a
37°C. O crescimento das células foi acompanhado diariamente, por meio de
visualizacdo das células em microscopio de inversdao (MOTICTM AE30, Hong Kong,
China). Quando o crescimento celular atingia confluéncia proximo a 100% da area da
garrafa de cultivo, 0 meio era trocado para renovacgao dos nutrientes e era realizada a
passagem das células para novas garrafas. Para as células aderentes, utilizava-se
tripsina 1x (GIBCO®) para auxiliar o desprendimento das mesmas nas garrafas de

cultivo.

4.2.4 Avaliacédo da Citotoxicidade em Células Tumorais

4.2.4.1 Principios do Teste

A descricao original do teste do MTT foi realizada por Mosmann (1983). Desde

entdo, este ensaio vem sendo amplamente utilizado para medir os efeitos citotoxicos
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in vitro de diversas drogas, nas linhagens celulares estabelecidas ou em células de
cultivo primario (MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011).

O ensaio do MTT consiste na reducdo do MTT ou sal de tetrazolium (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio), que € hidrossolivel e de cor
amarelada, em cristais de formazan na cor azul-parpura, pela enzima succinato-
desidrogenase, em células com atividade mitocondrial integra (MEERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011; RISS et al, 2013). O principio basico do teste de
citotoxicidade € de que, para a maioria das células viaveis, a atividade mitocondrial é
constante. Dessa forma, variacdes na atividade mitocondrial e, consequentemente,
na conversao do MTT estao linearmente associadas com 0 aumento ou diminui¢cao do
namero de células viaveis (MEERLOO; KASPERS; CLOOQOS, 2011). Este aumento ou
diminuicao da viabilidade celular pode ser detectado a partir da medicao da densidade
otica (DO) dos cristais de formazan residuais e solubilizados na placa, por meio de um
espectrofotometro de placas no comprimento de onda de 570 nm (MEERLOO;
KASPERS; CLOOS, 2011; RISS et al, 2013).

4.2.4.2 Procedimento Experimental

Inicialmente, as células foram contadas e plagueadas em placas de 96 pocos
na concentragdo de 2 x 10% (por poc¢o) para células aderentes (HEp-2, HT-29, MCF7,
RAW 264.7, T-47D e 4T1) e 7 x 10* (por poco) para células em suspenséo (HL-60).
Estas foram incubadas com sete concentracfes crescentes, diluicbes de base dois
(0,395; 0,781; 1,562; 3,125; 6,25; 12,5 e 25,0 ug/mL) de todos os compostos utilizados
neste estudo, além da doxorrubicina (0,78 pg/mL, controle positivo), os quais foram
diluidos em DMSO. O controle negativo recebeu igual volume do veiculo utilizado para
a diluicdo das drogas (BATISTA et al, 2014). Em cada placa, também foi feito um poco

“branco” que nado recebeu nenhum tratamento (FRESHNEY, 2010).

Apoés um periodo de 21, 45 e 69 horas de incubacao, foi adicionado, a cada
poco, 20 uL de MTT (5 mg/mL), para uma concentracéao final de 0,45 pg/mL por poco.
ApOs trés horas (totalizando 24, 48 e 72h, respectivamente, de incubagdo com

atmosfera de 5% de CO:2 a 37°C), o MTT aplicado em cada poco foi aspirado e os
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cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pL de DMSO. Em espectrofotbmetro
de placas (Multiskan™ GO, Thermo Scientific, USA), a placa foi agitada por 5 minutos,
para completa solubilizacdo dos cristais de formazan e a absorbancia foi avaliada no
comprimento de onda de 570 nm (RISS et al, 2013). As leituras no espectrofotdmetro

foram realizadas no Laboratério de Histologia da UFRPE.

Para cada linhagem celular foram realizados trés experimentos independentes,
em triplicata. Dos valores de densidade ética (DO) obtidos foi descontado o valor do
plastico da placa, como forma de corrigir os dados e eliminar risco de viés devido a

coloracdo do meio e residuos.

4.2.4.3 Anélise Estatistica

A viabilidade celular foi calculada a partir da razdo da DO, obtida para cada
concentracdo dos compostos mesoidnicos testados, pela DO do controle negativo e
positivo (doxorrubicina), e foi expressa em termos percentuais mais erro padrao médio
(EPM). Para a comparacao entre os grupos, aplicou-se o teste ANOVA, seguido do
teste Student-Newman-Keuls (utilizado para andlises em ensaios com mais de dois
tratamentos). Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando
p<0,05. A citotoxicidade foi expressa por meio da média da Clso (concentracdo que
inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao controle negativo) dos trés
experimentos, erro padrdo médio (EPM) e seus respectivos intervalos de confianca
(IC 95%), determinada por meio de regressdo nao-linear, utilizando o software

GraphPad Prism, verséo 7.0.

4.2.5 indice de Seletividade

4.2.5.1 Principio do Teste
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Esta analise tem por objetivo averiguar se 0s quimioterapicos ou substancias
testadas com esta finalidade apresentam seletividade por células tumorais em
detrimento de células saudaveis (HOUGHTON et al, 2007).

4.2.5.2 Procedimento Experimental

O indice de seletividade (IS) € uma grandeza matematica que expressa essa
relacdo, sendo consideravel e aceitavel para quimioterapicos um valor maior que dois.
Para determinar o IS, basta efetuar a razdo da concentracdo inibitéria Clso da
substancia em linhagens normais pela Clso em linhagens tumorais (HOUGHTON et al,
2007).

4.2.6 Avaliagéo da Viabilidade Celular

4.2.6.1 Principios do Teste

Este teste se baseia na capacidade do corante iodeto de propideo se ligar ao
DNA e emitir alta fluorescéncia quando excitado pelo laser. Células com membrana
integra ndo permitem a entrada do corante iodeto de propideo, portanto as células
vidveis apresentardo baixa fluorescéncia. No entanto, as células com membrana
rompida permitirdo a entrada do corante que se ligara ao DNA, emitindo alta
fluorescéncia (KROEMER et al, 2009; MISHRA; KHULLAR; BHATIA, 2011).

A perda da integridade de membrana plasmatica € um das caracteristicas de
morte celular, relacionada as alteracfes funcionais e estruturais, a qual a célula é
submetida, podendo acontecer em apoptoses tardias ou necrose (KROEMER et al,
20009).
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4.2.6.2 Procedimento Experimental

Para esta analise foi escolhida a linhagem HL-60, por se tratar de células
cultivadas em suspenséo, o que viabiliza os estudos de mecanismo de acdo. Foram
realizados dois experimentos independentes, cada um em triplicata. As concentracdes
selecionadas foram baseadas nas curvas concentracado-resposta obtidas no ensaio
de MTT com estas células: 3,5 e 7,0 pg/mL (dobro da Clso no tempo de 48 horas) para
as analises com o composto MIH 2.4Bl; e 5,0 e 10,0 pg/mL (dobro da Clso no tempo
de 48 horas) para as analises com o composto MIH 2.4Zn, a doxorrubicina (0,78
png/mL) foi utilizada como controle positivo e o controle negativo foi tratado com o
veiculo (meio RPMI-1640).

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 12 pocos, contendo
0,3 x 10° células por 1 mL de meio de cultivo e foram administradas as concentracdes
testes dos compostos em estudo. As células foram incubadas durante um periodo de
48 horas. Apos esse periodo, foi transferido um volume de 500 pL do volume de cada
poco para um eppendorf de 1,5 mL devidamente identificado. As células foram
centrifugadas a 1.200 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi removido
e adicionado 1 mL de PBS ao pellet. Estes foram homogeneizados para dissociagcao
do pellet. Em seguida, foi adicionado 200 uL de iodeto de propideo (10 pg/mL).
Esperou-se 30 minutos no escuro com a tampa aberta e, por fim, as amostras foram
lidas no citdmetro de fluxo, utilizando o sistema Guava EasyCyteHT (Merck-Millipore).
Foi utilizado o Guava-Soft™ software versdo 2.7. Cinco mil eventos foram avaliados

por experimento e os debris foram omitidos das analises.

4.2.7 Avaliagédo da Despolarizagdo da Membrana Mitocondrial

4.2.7.1 Principios do Teste

A avaliacédo da despolarizacdo da mitocondria das células HL-60 foi conduzida

em citbmetro de fluxo, utilizando a rodamina 123 como corante fluorescente
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especifico, capaz de se ligar diretamente a mitocéndria de células viaveis (JOHNSON
et al, 1980). Alteracbes no potencial de membrana mitocondrial resultam em
alteracOes na intensidade de fluorescéncia do corante. A rodamina 123 é um corante
fluorescente catibnico permeével a membrana celular, que é rapidamente sequestrado
pela mitocondria (dependendo do tipo de célula) e tem sido amplamente utilizada
como corante fluorescente de mitocondria em células vivas (JOHNSON et al, 1980;
RONOT et al, 1986) e em mitocondrias isoladas (PETIT, 1992). Alteracdes no
potencial mitocondrial transmembranico levam ao efluxo da rodamina de dentro da
mitocOndria, gerando menor fluorescéncia (PERES; CURIS, 2005; BATISTA,
GUERRA, 2010; ANGRIMANI et al, 2015).

Atualmente, é consenso que a perda do potencial de membrana mitocondrial é
um evento inicial da apoptose e faz parte da via intrinseca deste processo (PERRY et
al, 2011; PERELMAN et al, 2012).

4.2.7.2 Procedimento Experimental

Para esta andlise foi escolhida a linhagem HL-60, por se tratar de células
cultivadas em suspensao, o que viabiliza os estudos de mecanismo de acdo. Foram
realizados dois experimentos independentes, cada um em triplicata. As concentracdes
selecionadas foram baseadas nas curvas concentragcado-resposta obtidas no ensaio
de MTT com estas células: 3,5 e 7,0 pg/mL para as andalises com o composto MIH
2.4Bl; e 5,0 e 10,0 pg/mL para as analises com o composto MIH 2.4Zn, a doxorrubicina
(0,78 pg/mL) foi utilizada como controle positivo e o controle negativo foi tratado com
o veiculo (meio RPMI-1640).

As células foram plaqueadas em placas de 12 pogos, contendo 0,3 x 10° células
por mL, tratadas com as respectivas concentracbes dos compostos e do controle
positivo (doxorrubicina) e incubadas durante um periodo de 48h. Posteriormente, foi
retirado 500 pL desta concentracdo de células e transferido para um eppendorf de 1,5
mL devidamente identificado. Estes foram submetidos a centrifugacdo a 2000 rpm
durante 5 minutos. Apoés a centrifugacéo, foi retirado o sobrenadante e adicionado ao
pellet 1 mL de PBS para posterior ressuspensédo das células. Novamente, as células
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foram centrifugados a 2000 rpm durante 5 minutos e, em seguida, foi descartado o
sobrenadante e adicionado 200 pL da solucdo de rodamina. As células foram
incubadas por 15 minutos no escuro com a tampa aberta e, posteriormente,
centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos. Retirou-se o sobrenadante e foi
adicionado 200 uL de PBS. Por fim, as células foram incubadas durante 15 minutos
no escuro e, em seguida, submetidas a leitura no citbmetro de fluxo, utilizando o
sistema Guava EasyCyteHT (Merck-Millipore). Foi utilizado o Guava-Soft™ software
versao 2.7. Cinco mil eventos foram avaliados por experimento e os debris foram

omitidos das analises.

4.2.8 Avaliagédo do Padrao de Morte Celular

4.2.8.1 Principios do Teste

Para avaliar o padrdo de morte celular envolvido na acdo citotoxica dos
compostos em células de HL-60, foram realizados ensaios com a Anexina V. Esta
técnica é destinada a deteccdo de apoptose em varios tipos celulares, pela marcacao
de fosfatidilserina (PS). A PS é predominantemente observada na superficie interna
da bicamada lipidica, voltada para o citosol. Nas células no inicio da apoptose, onde
a membrana ainda permanece intacta, mas sofre uma desorganizacdo, a PS é
translocada para a superficie exterior da bicamada. O aparecimento de PS na
superficie celular € reconhecido pelos fagdcitos, que captam este sinal e removem a
célula que sinalizou seu “suicidio” ao ambiente. A anexina V é uma proteina que se
liga & fosfolipideos e possui alta afinidade por PS na presenca de ions célcio.
Mudancas nesta assimetria da membrana, que é analisada através da medicdo da
aderéncia de Anexina V a membrana celular, podem ser detectadas antes das
alteracbes morfolégicas associadas ao inicio da apoptose e antes da perda da
integridade da membrana (TUSCHL et al, 2004).



66

4.2.8.2 Procedimento Experimental

Foram realizados dois experimentos independentes, cada um em triplicata, na
linhagem HL-60. As concentracdes selecionadas foram baseadas nas curvas
concentracao-resposta obtidas no ensaio de MTT com estas células: 3,5 e 7,0 pg/mL
para as analises com o composto MIH 2.4BI; e 5,0 e 10,0 ug/mL para as analises com
o0 composto MIH 2.4Zn. As células foram plaqueadas em placas de 12 pocgos,
contendo 0,3 x 108 células por mL, tratadas com as respectivas concentracdes dos
compostos e do controle positivo (doxorrubicina, 0,78 ug/mL) e incubadas durante um
periodo de 48h. Apos este periodo, foi adionado em cada poc¢o 200 mL de PBS e foi
adicionado, nesta sequéncia, 100 pL do tampé&o 1x em cada pogo. As suspensdes
foram transferidas para eppendorfs de 1,5 mL, devidamente identificados, e
centrifugadas a 2000 rpm durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em tampao 1x. Foi adicionado a suspenséo 5
pL de anexina V e 1uL da solugcéo do tampéo de lodeto de propideo (100 pg/mL). As
células foram incubadas durante 15 minutos em temperatura ambiente no escuro e,
posteriormente, foi adicionado 400 pL do tampéo 1x em cada eppendorf. As amostras
foram lidas no citbmetro de fluxo, utilizando o sistema Guava EasyCyteHT (Merck-
Millipore). Foi utilizado o Guava-Soft™ software versdo 2.7. Cinco mil eventos foram

avaliados por experimento e os debris foram omitidos das analises.

4.2.9 Avaliacao do ciclo celular e fragmentacdo do DNA

4.2.9.1 Principios do teste

A analise do conteudo do DNA constitui uma excelente ferramenta para
obtencao de informacdes relativas ao estado do ciclo celular. Este teste demonstra a
ploidia celular e informacgbes importantes sobre as fases do ciclo em que uma
determinada célula se encontra, além de dar a possibilidade de averiguar a frequéncia
de células apoptoticas, pois estas sdo caracterizadas pelo conteido do DNA
fragmentado (DARZYNKIENICZ et al, 2010).
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A distribuicdo de células dentro das fases do ciclo celular estd baseada em
diferencas no conteido do DNA em cada fase: GO/G1 (fase de sintese), S (fase em
gue as células realmente apresentam o DNA replicado) e a fase G2/M (fase mitética)
(DARZYNKIENICZ et al, 2010).

Para a realizagdo deste teste foi utilizado o marcador 7-AAD (7-
aminoactinomicina D), um intercalador fluorescente que sofre uma mudanca espectral
apos a associacdo com o DNA. Os complexos de 7-AAD/DNA podem ser excitados
pelo laser de 488 nm e tem um maximo de emisséo de 647 nm, tornando esta mancha
de acido nucléico util para analise de ciclo celular em citometria de fluxo. As fases do
ciclo celular séo caracterizadas por uma quantidade diferente de DNA, o 7-AAD se
intercala proporcionando a medida do DNA, permitindo a deteccéo das fases do ciclo

celular.

4.2.9.2 Procedimento experimental

As células da linhagem HL60 foram distribuidas em placas de 24 pogos na
concentracdo de 0,3 x 10° (células/mL) e incubadas com os compostos MIH 2.4BI (nas
concentracdes 3,5 e 7,0 ug/mL) e MIH 2.4Zn (nas concentracdes 5,0 e 10,0 pg/mL).
Estas concentracbes foram selecionadas com base nas curvas concentracao-
resposta obtidas no ensaio de MTT com estas células. Como controle positivo foi
utilizada a doxorrubicina (0,78 pug/mL) e como controle negativo apenas células com
meio de cultura. Posteriormente, 200 pL da amostra foi transferido para uma placa de
96 pocos e a mesma foi centrifugada a 450 xg por cinco minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e adicionado 200 pL de PBS. As células foram
homogeneizadas com uma pipeta e centrifugadas novamente a 450 xg por cinco
minutos. O sobrenadante foi removido e adicionado 200 pL de etanol a 70% gelado,
depois a placa foi tampada e colocada na geladeira por uma hora. Passado este
tempo, as células foram novamente centrifugadas a 450 xg por cinco minutos, o
sobrenadante contendo o é&lcool foi removido e as células foram lavadas com PBS
mais uma vez e centrifugadas. Posteriormente, foi removido 150 pL de PBS e deixado
50 L na placa e adicionado 50 pL do reagente Guava Cell Cycle. As amostras foram

homogeneizadas e colocadas por 20 minutos no escuro e, por fim, submetidas a
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leitura no citdmetro de fluxo, utilizando o sistema Guava EasyCyteHT (Merck-
Millipore). Foi utilizado o Guava-Soft™ software verséo 2.7. Cinco mil eventos foram

avaliados por experimento e os debris foram omitidos das analises.

4.2.10 Analises Estatisticas dos Experimentos Realizados em Citometria de Fluxo

A partir da leitura de 5000 células em citometria de fluxo, modelo Guava
EasyCyteHT (Merck-Millipore) para cada experimento [viabilidade celular,
despolarizacdo da membrana mitocondrial, padrdo de morte celular (onde foi
calculada a frequéncia relativa para cada evento: células viaveis, necrose e apoptose)
avaliacdo do ciclo celular e fragmentacdo do DNA], as analises dos dados foram
realizadas através da andlise de variancia do teste ANOVA, seguidas do Dunnett’s
Multiple Comparisions Test, onde foram comparados todos os resultados obtidos para
todas as concentracdes dos compostos e do controle positivo (doxorrubicina) com o
os resultados obtidos para o controle negativo. Os resultados foram expressos em
valores percentuais médios + DP, com intervalo de confianca de 95%, utilizando o

software GraphPad Prism, versao 7.0.

4.2.11 Extragédo de RNA

Para a extracdo de RNA, as células de HL-60 foram cultivadas em placas de
24 pocgos. Para cada tratamento foram realizados cinco experimentos independentes
e, em cada experimento, foram cultivados 10 pocos contendo 1 mL de células (bem
concentrado, com aproximadamente 100% de confluéncia). As células de HL-60 foram
tratadas com os compostos mesoionicos MIH 2.4Bl (concentrac¢des 3,5 e 7,0 pg/mL)
e MIH 2.4Zn (nas concentra¢des 5,0 pg/mL e 10,0 pg/mL) e para o controle positivo
as células foram tratadas com a doxorrubicina (na concentracdo de 0,78 pg/mL).
Como controle negativo foi utilizado somente célula e meio de cultura. Apos 12h (1/4

do tempo de exposicao das células aos tratamentos, eleito através do MTT), todo o
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conteudo dos 10 pogos (de cada tratamento), totalizando 10 mL (aproximadamente, 5
x 107 células), foi transferido para um tubo falcon e centrifugado a 8000 xg durante 10
minutos, para obtencdo do pellet de células. O sobrenadante foi descartado e foi
adicionado ao pellet 1 mL de PBS. Este mix foi transferido para um eppendorf livre de
DNAse/RNAse e submetido a centrifugacéo a 8000 xg por 10 minutos. Novamente, o
sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de PBS. Foi realizada
mais uma centrifugacdo a 8000 xg por 10 minutos e o sobrenadante descartado para
retirada completa do meio de cultivo. Para a lise e homogeneizacéo das células em
suspenséo, foi adicionado 1 mL de Trizol por amostra (aproximadamente, 5 x 107
células). Para assegurar uma completa dissociagcdo do complexo proteina — acido
nucléico, as amostras permaneceram por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionado 200 uL de cloroférmio para cada 1 mL do reagente Trizol
utilizado. As solucdes foram agitadas vigorosamente em vortex por 15 segundos,
incubadas por 3 minutos em temperatura ambiente e submetidas a centrifugacéo a
12.000 xg, durante 15 minutos a 4°C. Para a separacdo do RNA, a fase aquosa
adquirida na preparacdo das amostras foi transferida para um tubo limpo
(aproximadamente, 500 a 550 pL, para evitar a contaminacdo com a fase fendética).
Em seguida, foi adicionado 500 pL de isopropanol e a amostra foi submetida a
agitacao por inversdo. As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente e, posteriormente, centrifugadas a 12.000 xg durante 10 minutos a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi removido por inversao e foi adicionado 1 mL de etanol
(75%) a amostra de RNA e submetido a agitacdo no vortex. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 7.500 xg por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado por inversdo e o pellet foi submetido a temperatura ambiente, por
aproximadamente 2 horas, para secar. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 15 a 20
uL de agua livre de RNAse (agua +DEPC), incubado durante 10 minutos a 55°C a

60°C para facilitar a dissolugéo e as amostras foram estocadas em freezer a -20°C.

Apds a extracdo do RNA as amostras foram submetidas a avaliagdo no

espectrofotdmetro (Nano Vue — Healthcare) para determinar as concentragoes.
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4.2.12 Obtencgéao do cDNA

Para obtencdo do DNA complementar total (cDNA) as amostras foram
padronizadas para 1 pg de RNA total solicitado para o Kit ImProm-II™ Reverse
Transcription System (Promega), seguindo as recomendacdes do fabricante. O cDNA

foi obtido utilizando iniciadores Oligo DT e randomico.

4.2.13 Andlise de Expressdo Génica

A anadlise da expresséo génica foi determinada pela técnica de PCR em Tempo
Real (QPCR), no equipamento Rotor Gene Q, no qual foram estudas as expressoes
dos genes BAX, BCL2, CASPASE 3, CASPASE 9 e o0 GAPDH como controle de

referéncia (Tabela 4).

Tabela 4: Sequéncias dos primers dos genes utilizados para andlise de expressao

génica.

Genes Sequéncias dos Primers (5’ — 3’)
BAX TCCTTACGTGTCTGATCAATCC
TCAAGGTCACAGTGAGGTCAG

BCL2 AAATCCGACCACTAATTGCC
CAACAACATGGAAAGCGAAT

CASPASE 3 AGCTCATACCTGTGGCTGTG

GGGCTCGCTAACTCCTCAC

CASPASE 9 AGGCTCTTAGCAGCTTCCAG

GGCATTCATCTGTCCCTCTT

GAPDH TTCCAATATGATTCCACCCA
ATGACAAGCTTCCCGTTCTC

Para a analise, utilizou-se o kit QuantiFast® SYBR® Green PCR (QUIAGEN)

com o protocolo apresentado nas instru¢des do fabricante: para preparagao do mix da
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reacao foram adicionados 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (1x), 1uM do
primer A, 1uM do primer B, agua livre de RNase e 2 pl de cDNA de cada amostra. As
condicbes para a ciclagem foram: uma fase de ativacdo inicial (95°C durante 5
minutos), seguida por uma fase de desnaturacéao (95°C por 10 segundos), mais 40

ciclos de anelamento e extensao (60°C durante 30 segundos).

As amostras foram obtidas em cinco repeticoes para cada primer avaliado. O
célculo do nivel da expressdo relativa dos genes BAX, BCL2, CASPASE 3 e
CASPASE 9 foi conduzido com base no método do limite do ciclo comparativo (AACT)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e normalizado usando os niveis de expressao do gene
de referéncia geométrica: GAPDH. A expresséao dos genes foi calculada pela equacao
2-08CT onde o valor ACT foi determinado subtraindo o valor do CT (Cycle Threshold)
correspondente geométrico do gene de referéncia (GAPDH) da CT do gene
especifico. O céalculo de AACT envolvido foi obtido usando o valor de ACT da amostra
mais alta (ou seja, a amostra com o0 menor alvo de expressao) com uma constante

arbitraria para subtrair de todos os outros valores da amostra ACT.

As analises dos dados foram realizadas através do teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis do teste ANOVA, seguida do teste de multiplas compara¢cdes de Dunn
(p<0,05) para os genes BAX e BCL2. Ja para os genes CASPASE 3 e CASPASE 9
foi realizada anélise de variancia do teste ANOVA, seguida pelo teste de multiplas

comparacgdes de Student-Newman-Keuls (p<0,05), utilizando-se o programa SPSS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A principio, foi realizado o teste de citotoxicidade de dez compostos
mesoibnicos sem zinco, através do ensaio do MTT, conforme preconiza o Programa
de Screening do National Cancer Institute (NCI — EUA), com 3 linhagens celulares
diferentes: HEp-2, HL-60 e MCF7 (Tabela 5).

De acordo com a escala de intensidade para avaliar o potencial citotoxico dos
Instituto Nacional do Céncer (NCI — EUA), compostos com atividade inibitéria do
crescimento celular variando de 1 a 20% nado possuem atividade citotoxica, de 20 a
50% apresentam pouca atividade, 50 a 70% atividade moderada, e com 70 a 100%
de inibicdo do crescimento celular possuem muita atividade citotoxica (NCI, 2016).
Sendo assim, apds a analise dos dados apresentados na tabela 05, foi possivel
observar que dentre as nove variagbes dos compostos mesoionicos avaliados
inicialmente os compostos MIH 2.2 e MIH 2.4 apresentaram melhor atividade, com

capacidade entre 70 a 100% de inibicdo do crescimento celular.

Tabela 5: Teste de inibicdo realizado no tempo de 72h de tratamento das trés

linhagens celulares com os compostos analisados na concentracéo de 25 pg/mL.

TESTE DE INIBICAO (72h)

HEp-2 HL-60 MCF7
Compostos % Inibicéo Erro % Inibic&o Erro % Inibic&o Erro
MIH 1 36,13 3,23 36,44 5,81 45,93 3,12
MIH 2 21,71 7,01 0 0 39,30 1,42
MIH 3 67,45 1,85 99,35 0,64 66,19 1,04
MIH 2.2 89,12 2,85 100 0 75,09 2,74
MIH 2.4 90,82 1,15 100 0 73,96 0,66
MIH 3.1 49,40 4,62 87,61 10,88 59,94 3,31
MIH 3.2 64,21 0 79,20 6,78 55,30 3,02
MIH 3.4a 79,71 1,92 93,10 2,36 62,97 0,66

MIH 3.4b 72,15 4,24 99,24 0,75 74,43 1,13
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Em seguida, os compostos que apresentaram melhor atividade inibitéria no
tempo de 72h (MIH 2.2 e MIH 2.4) foram submetidos ao teste do MTT (BERRIDGE;
HERST; TAN, 2005) no tempo de 24h para a linhagem celular MCF7. Nesta analise,
através da concentracédo letal média (Clso), foi possivel verificar que para a variagao
do composto mesoidnico MIH 2.2 ndo houve nenhuma atividade inibitéria na linhagem
MCF7. Contudo, conseguiu-se obter a concentracdo ideal de acdo do composto para
a variacdo MIH 2.4 (Tabela 6).

Tabela 06: Teste de citotoxicidade realizado para obtengao da Clso dos compostos
MIH 2.2 e MIH 2.4, no tempo de 24h, na linhagem MCF7.

COMPOSTOS MESOIONICOS CONCENTRACAO INIBITORIA (Clso)
MIH 2.2 N&o apresentou atividade inibitoria
MIH 2.4 42 ug/mL

Apos estes resultados, o composto MIH 2.4 foi levado para ser coordenado
com o zinco, porém ndo houve éxito na coordenacgdo, havendo necessidade de
sintetizar o mesmo composto com uma base livre (MIH 2.4BL, figura 21) e,

posteriormente, foi realizada a sintese do mesmo com o zinco (MIH 2.4Zn).

Figura 21: Estrutura molecular do composto mesoidnico com base livre (MIH 2.4BI).

Cl
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A curva de calibracdo obteve uma equacédo da reta Y = 0,01548 + 33,25564*X
e coeficiente de correlagdo (R? = 0,999) (Figura 22), os quais foram utilizados para
guantificacdo do composto inicial MIH 2.4BI no complexo, objetivando,
consequentemente, quantificar a concentracdo deste nas analises in vitro. Nesse
sentido, com base na absorbancia do MIH 2.4Zn?* apresentada na espectrofotometria
na figura 23, foi calculado a concentracdo de 0,003 mg/mL de MIH 2.4Bl em uma
aliquota de 0,055 mg/mL de MIH 2.4Zn*2, um resultado coerente com o observado no

perfil do espectrofotdmetro do complexo (Figura 22).

Figura 22: Curva de calibragcdo em triplicata do MIH 2.4BIl, em solvente metanol.
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No UV-vis (figura 23), foi observado através do perfil de absorbancias que nao
houve deslocamento nas bandas do MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn?*.
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Figura 23: Perfil de absorbancias nas bandas dos compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn,

obtido através de espectrofotometria de UV-vis.

| I ! ] L | v
415 nm — MIH 2.4B
0.4 - = =MIH2.4Zn T
®©
(&}
o
«0
kel
50,24 .
[72]
0
<
ooq T =i T"T== =
T U T g T L T S T g
350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Através da espectrometria de emissao Optica (ICP-OS), foi possivel obter uma
curva padréo com linearidade originando a equacéo da reta y = - 450, 7 + 2191*x e 0
coeficiente de correlacgéo linear foi calculado, resultado R? = 0,996990, na amostra foi
detectado uma concentracao de 2,122mg/L de Zn Il em 6mg do composto MIH 2.4Zn,

que equivale a 21,22% de zinco na amostra.

A espectroscopia de fotoluminescéncia (figura 24) revelou um deslocamento
na emissdo do complexo, ao comparar com 0 composto com base livre, apresentando
um deslocamento stokes de 595 nm para o MIH 2.4Bl e 670 nm para o complexo MIH
2.4Zn?%*. Sugere-se que essa caracteristica esta relacionada a interacdo do zinco ao
composto MIH 2.4Bl. Segundo a literatura, a interacdo com 0 zinco provoca

deslocamento para o vermelho no espectro de emissédo (HELAL; KIM, 2009).



76

Figura 24: Espectroscopia de fotoluminescéncia, revelando um deslocamento Stokes

de 595nm para o MIH 2.4BIl e 670nm para o composto MIH 2.4Zn.
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As atribuicdes de hidrogénio e carbono feitas para o composto MIH 2.4Zn se
basearam nos dados obtidos dos experimentos de RMN 'H e RMN 3C (APT) e na

comparagao com o composto MIH 2.4Bl.

As tabelas 7 e 8 resumem as atribuicdes feitas para cada atomo de carbono e
hidrogénio, respectivamente. Tais atribuicbes obedecem a numeracao apresentada

nas estruturas a seguir (Figura 25).



Figura 25: Estruturas moleculares dos compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn.
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Tabela 7: Dados dos espectros de RMN 3C (75 MHz) em (CD30D) de MIH 2.4Zn. Os

deslocamentos quimicos estao em “ppm”.

Carbono o (13C) o (13C)
S (ppm) MIH 2.4Bl MIH 2.4Zn

2 152,08 162,04

4 141,49 146,71

5 161,36 134,24

6 125,54 126,21

7,7 130,89 132,49

8,8 130,00 131,10

9 138,04 140,02

10 40,56 41,34

11 127,05 127,46

12,12 131,16 132,30

13, 13’ 129,71 130,59

14 139,46 141,56

15 21,56 21,55

Tabela 8: Dados dos espectros de RMN 'H (300 MHz) em (CDsOD) de MIH 2.4Zn.

Os deslocamentos quimicos estdo em “ppm” e as constantes de acoplamento (J) em

Hz.

Carbono o (*H) O (H)

5 (ppm) MIH 2.4Bl MIH 2.4Zn
7.7 7,56 (d, 2H, 8 Hz) 7,69 (d; 2H; 8 Hz)
8,8 7,46 (d, 2H, 8 Hz) 7,42 (d; 2H; 8 Hz)

10 3,62 (s, 3H) 3,66 (s, 3H)
12,12 7,47 (d, 2H, 9 Hz) 7,64 (d; 2H; 8 Hz)
13,13’ 7,22 (d, 2H, 9 Hz) 7,22 (d; 2H; 8 Hz)

15 2,35 (s, 3H) 2,31 (s, 3H)
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Através do espectro de RMN 3C (APT) a 500 MHz e metanol como solvente,
foi possivel verificar que o composto MIH 2.4Bl apresentou 13 sinais de
deslocamentos quimicos: 152,08 (C-2); 141,49 (C-4); 161,36 (C-5); 40,56 (C-10);
21,56 (C-15); 125,54 (C-6); 130,89 (C-7 e 7’); & 130,00 (C-8 e 8); & 138,04 (C-9);
127,05 (C-11); 131,16 (C-12 e 12); 129,71 (C-13 e 13’) e 139,46 (C-14) ppm (Tabela
4).

Através do espectro de RMN *H (CDCls, 8, 200 MHz) do composto MIH 2.4BI
foi possivel observar os seguintes sinais de deslocamentos quimicos: 2,35 (s, 3H; H-
15); 3,62 (s; 3H, H-10); 7,22 (d, 2H; H-13, 13’; 3J (H-13 com H-12) = 9,0 Hz); 7,46 (d,
2H; H-8, 8’; 3J(H-8 com H-7) = 8,2Hz); 7,47 (d, 2H; H-12, 12’; 3J(H-12 com H-13) = 9,0
Hz) e 7,56 (d, 2H; H-7, 7’; 3J(H-7 com H-8) = 8,2Hz) (Tabela 5).

No espectro de RMN **C a 75 MHz do composto MIH 2.4Zn foi possivel
observar a presenca de treze sinais caracteristicos do mesoidnico ligado ao zinco
(Tabela 4; Figura 26). A andlise comparativa dos dados espectrais do MIH 2.4Zn com
0s dados do composto MIH 2.4Bl permitiu atribuir com seguranca o deslocamento
guimico dos carbonos (C-2), (C-4) e (C-5) do anel mesoiénico em & 162,04 ppm, &
146,71 ppm e & 134,24 ppm, respectivamente. Observa-se que quando o C-5 esta
ligado ao S-, o deslocamento dele € maior comparado com o do C-2. Ja no complexo
€ o inverso, o C-5 esté ligado ao S-Zn e, com isso, 0o deslocamento passa para uma
regiao de menor “ppm” e 0 C-2 ja passa para a regiao de alto “ppm”. Com base nessa
analise, confirmou-se que houve uma “quebra de deslocamento de elétrons” e houve

uma formacéo da ligacao entre o atomo de enxofre e zinco (Tabela 4; Figura 26).

A anadlise detalhada dos atomos de carbono aromaticos de p-metilfenil e p-
clorofenil de MIH 2.4Bl permitiu atribuir com relativa precisdo os deslocamentos
guimicos de '3C dos anéis aromaticos do MIH 2.4Zn em & 123,76 ppm de (C-6), d
132,64 ppmde (C-7e 7’), 5 131,19 ppm (C-8 e 8'), 6 139,88 ppm (C-9), & 123,57 ppm
(C-11), & 129,39 ppm (C-12 e 12°), 6 128,04 (C-13 e 13’) e & 141,72 ppm (C-14),
ficando assim evidenciado o esqueleto basico dos carbonos aromaticos do

mesoibnico em estudo (Tabela 4; Figura 26).
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Figura 26: Espectro de RMN *3C do MIH 2.4Zn (CD30D, 75 MHz).

mmmmmmmm
mmmmmmmm

HAALAN

16204
146.71

14156
—2155

Il .H[n I l |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 100 180 170 160 150 140 130 120 110 fI(UD ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
1 (ppm

O espectro de RMN 'H a 300 MHz de MIH 2.4Zn mostrou seis sinais de
hidrogénio, onde foi possivel observar dois intensos singletos na regido de alifatico
com uma integral para seis hidrogénios, sendo doze hidrogénios para o H-10 do grupo
N-CHs do anel mesoibnico e doze hidrogénios para o H-15 do grupo CHs do anel
aromatico em & 3,66 e 2,31 ppm respectivamente e quatro dupletos na regidao de
aromaticos na faixa de 7,71 — 7,21 ppm com integral para trinta e dois hidrogénios,
sendo oito hidrogénios do H-7, 77 em & 7,69; oito hidrogénios do H-8, 8'em & 7,42; oito
hidrogénios do H-12, 12’ em & 7,64 e oito hidrogénios do H-13, 13’ em & 7,22 ppm dos

hidrogénios p-substituidos de sistemas descritos como AA’BB’ (Tabela 5; Figura 27).
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Figura 27: Espectro de RMN *H do MIH 2.4Zn (CDsOD, 300 MHz).
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Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, obtidos em um
espectrometro FT-IR, no intervalo de 4000 cm a 400 cm, usando pastilha e janela
de KBr a temperatura ambiente, permitiram observar que em 512 cm™ encontra-se a
deformagdo angular, fora do plano do anel aromatico, em 821 cm? é atribuido a
deformacéo angular do C-H fora do plano. A banda referente ao cloro ligado ao anel
aromatico =C=Cl é encontrada na regido de 1104 cm™ atribuido ao estiramento da
ligagdo. O estiramento da imina na molécula aparece na banda de 1640 cm™ e o
grupo tiazol é possivel observar na regido de 1457 cm™. O grupo tiolato (C-St) é
possivel observar sua banda de 1294 cm™. Na regido de 1431 cm™ encontra-se a
deformacéo axial do grupo C-N ligado ao metil, na regido de 1613 e 1584 cm™ é
atribuido as vibragdes axiais dos grupos C=C e C=N do anel mesoiénico. Na regido
de 3000 a 2840 cm™ encontra-se os estiramentos referentes as ligacées sp?, neste
caso referente as metilas, na banda de 3050 é apresentado pelo estiramento da

ligacdo =C-H do anel aromaético, por fim em 3682 cm a banda atribuida a vibracéo
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da hidroxila, provavelmente oriunda de agua adsorvida tanto no farmaco como no
complexo (SOUZA, 2012).

Ao comparar ambos os espectros (MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn?*), destaca-se a
banda na regido do grupo tiazol (C-S’). Nesta, houve uma baixa intensidade
observada na regido de 1294 cm, conforme é possivel verificar no gréafico (Figura
28). Esta caracteristica pode ser atribuida a fraca vibracdo deste grupo devido a

ligacdo do mesmo com o Zn*2.

Figura 28: Espectroscopia de infravermelho transformada em Fourier (FT-IR) do MIH

2.4Bl e MIH 2.4Zn, obtido em Kbr a temperatura ambiente.
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A difracdo de raio X (Figura 29) revelou que houve amorfizacdo do MIH 2.4Zn?*
em relagcdo ao composto MIH 2.4Bl, que apresentou cristalinidade. Através da

caracteristica amorfa, pode-se inferir a formagéo do complexo do composto MIH 2.4Bl|
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com o zinco, resultados que corroboram com as outras analises apresentadas neste
estudo e com a literatura (LAITINEN et al, 2013).

A propriedade amorfa € interessante no que tange a administracdo do
complexo. De acordo com trabalhos publicados, os compostos amorfos apresentam
alto nivel de energia interna, e assim, apresentam maiores valores de
molhabilidade/solubilidade e taxa de dissolugcdo mais répida, em relacdo aos
cristalinos e semicristalinos (LAITINEN et al, 2013) (Figura 29).

Figura 29: Difratograma de raio-X do MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn.
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O perfil termogravimétrico (Figura 30) para o composto MIH 2.4BI, apresentou
uma pequena perda de massa na regido de 207°C (5,3%) e uma diminuic&o relevante
em 248-395 °C (69%), referente a decomposi¢cdo do composto (MORAIS et al, 2009).
De acordo com os resultados, o complexo MIH 2.4Zn?* é ligeiramente termicamente
menos estavel, apresentando o primeiro evento uma reducdo de massa em torno de
10% entre 28-92°C, que pode ser atribuido a evaporacao do solvente metanol usado
na complexagdo. Em 129-385°C foi possivel observar o segundo evento semelhante

ao padrdo, com diminuicdo de 73% de massa, que pode ser atribuido a decomposi¢cao
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do MIH 2.4Bl. E possivel visualizar eventos nas regides de 427 e 480 °C,

provavelmente decorrentes da decomposicdo da regido do MIH 2.4 ligado ao Zn?*.

Figura 30: Analises termogravimétricas do MIH 2.4BI (a) e MIH 2.4Zn (b), 10°C/min

em atmosfera de nitrogénio.
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Em seguida, a partir da analise elementar dos dois compostos mesoibnicos,
foi possivel observar que houve reducéo da quantidade de carbono, hidrogénio e do
enxofre. E houve um aumento na quantidade de nitrogénio no composto MIH 2.4Zn

devido a presenca do nitrato de zinco (Tabela 09).
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Tabela 09: Analise elementar das concentragdes de carbono, hidrogénio, enxofre e

nitrogénio nos compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn.

Analise Elementar

Composto Carbono Hidrogénio Nitrogénio Enxofre
MIH 2.4BI 61.20% 3.90% 4.19% 18.89%
MIH 2.4Zn 41.31% 3.44% 5.52% 14.66%

E, baseado no TGA e na forma elementar, foi possivel sugerir a formula
minima do composto MIH 2.4Zn: Zn(MIH 2.4Bl)3 .3CH30H.

Apoés as andlises para confirmacéo e caracterizacdo quimica dos compostos
MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn, estes foram submetidos aos testes para a avaliacdo da
citotoxicidade e viabilidade celular in vitro.

De acordo com o Orgédo Internacional de Padronizacdo (International
Standard Organization), 1ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro
teste para avaliar a atividade de candidatos a farmacos anticancer. Um dos principais
testes utilizados na determinacéo da citotoxicidade é o teste do MTT (BERRIDGE;
HERST; TAN, 2005). O NCI (National cancer Institute) dos Estados Unidos utiliza em
seus protocolos a concentracéo inicial de 10 pg/mL, considerando um produto puro

como citotoxico os que apresentarem o valor da Clso abaixo de 5 pg/mL (NCI, 2016).

O teste antiproliferativo em células tumorais in vitro no tempo de 72h
demonstrou que os compostos mesoidnicos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn apresentaram

resultados promissores em duas linhagens tumorais (Tabela 10).

O composto MIH 2.4BIl apresentou atividade citotoxica (Clso < 5 pug/mL) para
as linhagens HEp-2 (ICso = 0,87 pg/mL) e HL-60 (ICso = 0,63 pug/mL). Contudo, este
mesmo composto ndo apresentou efeito citotdxico potente nas linhagens HT-29 e
MCF7 (Clso > 5 pg/mL). E as linhagens T-47D e 4T1 se apresentaram insensiveis ao

efeitos citotoxicos do composto mesoiénico MIH 2.4BI (Tabela 10).

O composto MIH 2.4Zn se apresentou como um potente inibidor do
crescimento tumoral nas linhagens HEp-2 (Clso = 0,68 pg/mL) e HL-60 (Clso = 0,57
ug/mL). E importante ressaltar que a atividade inibitoria deste composto nestas
linhagens celulares foi superior a atividade inibitéria do composto MIH 2.4Bl nas
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mesmas linhagens. Ja para as linhagem HT-29 houve um baixo efeito citotéxico do
composto MIH 2.4Zn (Clso > 5 pg/mL) e para as linhagens MCF7, T-47D e 4T1 o

composto testado ndo apresentou atividade citotoxica (Clso > 25 pug/mL) (Tabela 10).

Tabela 10: Valores da Clso (concentragéo capaz de inibir 50% do crescimento celular

e intervalo de confianca de 95%, realizado pelo teste de MTT, apés 72 horas de

incubacéao.
Teste de Inibicdo — Clso (72h)
Compostos Mesoidnicos

Linhagens MIH 2.4BI MIH 2.4Zn
HEp-2 0,87 pg/mL (0,6 — 1,1) 0,68 pg/mL (0,5 - 0,8)
HT-29 6,3 ug/mL (5,6 — 7,0) 10,16 pg/mL (6,6 — 15,4)
HL-60 0,63 pg/mL (0,45 - 0,73) 0,57 pg/mL (0,39 - 0,69)
MCF7 8,364 pg/mL (6,937 — 10,08) >25

RAW 264.7 12,69 pg/mL (9,9 — 16,1) 14,66 (12,9 — 16,6)
T47D >25 >25

4T1 >25 >25

Os dados obtidos no presente estudo no que se refere a citotoxicidade dos
compostos mesoidnicos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn para as linhagens HEp-2 e HL-60
corroboram com resultados apresentados na literatura de analises realizadas com
outros compostos mesoidnicos. Grynberg et al (1997) demonstraram em seus estudos
gue os compostos mesoidnicos MI-D e MI-J provocaram inibicdo significativa do
crescimento asceético de Sarcoma-180 e do crescimento do Carcinoma de Ehrlich,

guando administrados por via intraperitoneal.

Compostos mesoidnicos com o zinco vem sendo amplamente estudados,
devido a sua atividade antioxidante e ao seu potencial promissor como
guimioterapicos (FERNANDES; MAFRA, 2005).

Ripamont et al (1998) observaram que pacientes com cancer que receberam
suplementacdo de zinco antes e durante a radioterapia apresentaram melhor

acuidade e recuperacdo mais rapida do paladar em relagdo aos individuos com o
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mesmo tratamento e nado-suplementados, sugerindo, também, que o zinco

potencializa a acdo do tratamento contra o cancer.

Considerando os parametros essenciais no desenvolvimento de novas drogas
contra o cancer, um ponto importante a ser considerado € o equilibrio entre os efeitos
terapéuticos e toxicolégicos da substancia. Uma vez que muitas drogas possuem
atividade citotéxica, porém nao sao seletivas apenas para células tumorais e acabam
por afetar células ndo-tumorais (MISHRA; KHULLAR; BHATIA, 2011).

7

Sendo assim, além de possuir atividade citotdéxica, € importante que 0s
guimioterapicos ou substancias que estejam sendo testados com esta finalidade,
apresentem seletividade por células tumorais em detrimento de células saudaveis. O
indice de seletividade (IS) € uma grandeza matematica que expressa essa relacéo,
sendo consideravel e aceitavel para quimioterapicos um valor maior do que dois. Para
determinar o IS, basta efetuar a razdo da concentracao inibitéria Clso da substancia

em linhagens normais pela Clso em linhagens tumorais (HOUGHTON et al, 2007).

Neste aspecto, as moléculas testadas se mostraram seletivas para células
tumorais, necessitando nestas linhagens, de doses 1,51 a 20,14 (para o0 composto
MIH 2.4Bl) e de 1,44 a 25,71 (para o composto MIH 2.4Zn) vezes menores que as
doses necessarias para produzir o mesmo efeito citotoxico na linhagem de células
saudaveis de macrofagos murinos peritoneais (RAW 264.7). E importante destacar
gue tanto o composto MIH 2.4Bl quanto MIH 2.4Zn apresentou melhores IS para as
linhagens HEp-2 (14,58 e 20,14, respectivamente) e HL-60 (21,55 e 25,71,
respectivamente), resultados estes que estdo dentro dos parametros aceitaveis para
guimioterapicos (HOUGHTON et al, 2007) (Tabela 11).
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Tabela 11: Valores referentes ao indice de Seletividade (IS), calculado através da
razdo da Clso (72h) dos compostos mesoidnicos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn na linhagem
normal RAW 264.7 pela Clso (72h) dos mesmos compostos em células tumorais. *NT
= Nao testado (as linhagens tumorais que apresentaram Clso (72h) acima de 25 pg/mL
nao foram submetidas ao teste de seletividade).

indice de Seletividade (IS)

Compostos Mesoidnicos

Linhagens MIH 2.4BI MIH 2.4Zn
HEp-2 14,58 21,55
HT-29 2,01 1,44
HL-60 20,14 25,71
MCF7 1,51 NT
T-47D NT NT

4T1 NT NT

Legenda: NT = Nao testado (as linhagens tumorais que apresentaram Clso (72h) acima

de 25 pyg/mL nao foram submetidas ao teste de seletividade).

O direcionamento de investigacdes relacionadas ao mecanismo de acéo de
novos compostos sintéticos € de grande importancia para a identificacdo do possivel
alvo terapéutico que eles interagem. Sendo assim, € importante que as alteracfes
provocadas nas células tratadas com estes compostos sejam observadas em tempos

menores de exposi¢cao ao tratamento.

Foi realizado o teste de citotoxicidade nos tempos de 24 e 48 horas na
linhagem HL-60. Esta linhagem foi selecionada para a realizacdo dos estudos de

mecanismos de acao, considerando os resultados obtidos no indice de seletividade.

Com base nos dados apresentados na tabela 12, foi possivel verificar que os
compostos apresentaram melhor atividade citotéxica no tempo de 48 horas,
apresentando a Clso no valor de 3,5 pg/mL para o composto MIH 2.4Bl e 5,0 pg/mL
para o composto MIH 2.4Zn.
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Tabela 12: Valores da Clso obtidos através do tratamento das células de HL-60 com

0s compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn nos tempos de 24 e 48 horas.

Compostos Linhagem HL-60

Mesoidnicos Clso 24 horas Clso 48 horas
MIH 2.4BI >25 3,5 pg/mL (3,0 — 4,0)
MIH 2.4Zn >25 5,0 ug/mL (4,5 - 5,0)

Segundo estudos realizados por SENFF-RIBEIRO et al (2004) e BHOSALE et
al (2015), os compostos mesoidnicos sdo agentes antiproliferativos potentes em
relacdo as células tumorais, com efeito modesto sobre tecidos normais, clinicamente

bem tolerados.

Ao longo de décadas, diversos estudos clinicos tem sido desenvolvidos em
todo o mundo para avaliar os efeitos desses compostos na clinica e avancar no
sentido de tornar essas substancias acessiveis aos pacientes com cancer. Contudo,
ainda ha um longo caminho pela frente, uma vez que as evidéncias do uso clinico

ainda sdo limitadas.

A partir da realizacdo de dois experimentos independentes, cada um em
triplicata, em células da linhagem HL-60 tratadas com as concentracdes 3,5 e 7,0
Mg/mL para o composto MIH 2.4BI e 5,0 e 10,0 ug/mL para o composto MIH 2.4Zn, foi
possivel realizar a leitura de 5000 células por amostras para a avaliacao da viabilidade
celular. Para tanto, observou-se que as concentracdes dos compostos selecionadas
com base nas curvas concentracdo-resposta obtidas no ensaio de MTT com estas
células e da doxorrubicina, apresentaram diferenca significativa, reduzindo o nimero
de células vivas em comparacdo com o controle negativo, apds um periodo de 48h de
tratamento (Tabela 13, Figura 31).
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Tabela 13: Efeitos dos compostos MIH 2.4 Bl e MIH 2.4Zn na linhagem celular HL-60,

apos 48h de incubacéo.

HL-60 Doxorrubicina Amostra 1: Amostra2: Amostra3: Amostra 4:
(0,78 ug/mL)  MIH 2.4Bl  MIH 2.4BI MIH 2.4Zn  MIH 2.4Zn
(3,5pg/mL)  (7,0pg/mL)  (5,0pg/mL)  (10,0pg/mL)
Viabilidade 42,5% 74,44% 68,43% 77,28% 64,47%
Celular (+4,04) (+3,89) (+ 3,58) (+2,22) (+1,84)

Legenda: O controle negativo foi tratado com veiculo (DMSO) a 0,1%. A doxorrubicina
(0,78 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Todas as amostras foram
comparadas com o controle negativo. Os dados foram expressos em valores

percentuais médios + DP.

Figura 31: Teste de viabilidade celular envolvida na acéo citotéxica dos compostos

mesoidnicos, na linhagem HL-60, apds 48h de incubacéo.
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Controle Negativo Doxorrubicina Amostra 1 (MIH 2.4Bl; 3,5 pg/mL)
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Legenda: A amostra “C” corresponde ao controle negativo que foi tratado com o
veiculo (DMSO); a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (0,78 ug/mL); a
amostra “1” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (3,5 pg/mL); a amostra
“2” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (7,0 pg/mL); a amostra “3”
equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (5,0 pg/mL); e a amostra “4”
equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (10,0 pg/mL). *p < 0,01, ***p <
0,001 comparado com o controle negativo por meio do teste ANOVA, seguido do teste
de Dunnet de multiplas comparagfes, com p (Alpha) = 0,05 e 95% de significancia.

Os dados foram expressos em valores percentuais meédios + DP.

Estes resultados corroboram com os estudos realizados por Senff-Ribeiro et al
(2004), que investigou a agdo do composto mesoionico MI-D (1,3,4-thiadiazolium)
frente ao melanoma humano. Neste, observou-se que 0 mesoidnico diminuiu a
viabilidade e a proliferacdo das linhagens celulares MEL-85, SK-MEL, A2058 e
melanoma maligno humano (MeWo) in vitro, mostrando uma atividade citotdxica

consideravel nestas células humanas.

Outro estudo realizado por Senff-Ribeiro et al (2003), analisou a acéo do

composto mesoidnico MI-D em outra linhagem celular. Para os ensaios in vitro,
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verificou-se que o composto MI-D interfere na viabilidade e proliferacao celular da
linhagem B16-F10, reduzindo-as de modo dose-dependente. Para os ensaios in vivo,
a atividade antitumoral do farmaco foi avaliada utilizando o mesmo tumor de
melanoma B16-F10 subcutaneo em camundongos. Estes apresentaram resultados
bastante promissores, com inibicdo de 85% do crescimento do tumor através do
tratamento com o MI-D, corroborando também com os achados do presente trabalho,

gue apresentaram reducdao significativa da viabilidade celular.

No presente estudo, a partir da realizacdo de dois experimentos independentes,
cada um em triplicata, os resultados demonstraram que 0s compostos mesoiodnicos
testados com suas respectivas concentragbes causaram danos significativos na
membrana mitocondrial, promovendo a sua despolarizagdo na linhagem celular
testada (HL-60), quando comparados com o controle negativo, apos um periodo de

exposicao das células ao tratamento de 48 horas (Tabela 14; Figura 32).

Tabela 14: Efeitos dos compostos MIH 2.4 Bl e MIIH 2.4Zn na mitocdndria celular da

linhagem HL-60, apds 48h de incubacéo.

HL-60 Controle Doxorrubicina Amostra 1: Amostra 2: Amostra3: Amostra 4:
Negativo (0,78 ug/mL) MIH2.4BI MIH24BI MIH2.4Zn MIH 2.4Zn
(3,5ug/mL)  (7,0pg/mL)  (5,0pg/mL)  (10,0pg/mL)

% Células
Despolarizacao 14,81% 33,71% 43,72% 32,95% 39,12% 40,81%
Mitocondrial (+5,76) (+5,76) (+ 4,28) (+ 4,40) (+ 4,47) (+ 6,65)

Legenda: O controle negativo foi tratado com veiculo (DMSO) a 0,1%. A doxorrubicina
(0,78 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Todas as amostras foram
comparadas com o controle negativo. Os dados foram expressos em valores

percentuais médios + DP.
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Figura 32: Avaliacdo da despolarizacdo da membrana mitocondrial em células da
linhagem HL-60 tratadas com os compostos MIH 2.4BI e MIIH 2.4Zn, apds 48h de

incubacéao.
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Controle Negativo Doxorrubicina Amostra 1 (MIH 2.4BI; 3,5 pg/mL)
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Legenda: A amostra “C” corresponde ao controle negativo que foi tratado com o
veiculo (DMSO) a 0,1%; a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (0,78
pMg/mL); a amostra “1” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (3,5 pug/mL);
a amostra “2” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (7,0 ug/mL); a
amostra “3” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (5,0 ug/mL); e a
amostra “4” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (10,0 pg/mL). *p <
0,01, comparado com o controle negativo por meio do teste ANOVA, seguido do teste
de Dunnet de mdultiplas comparacdes, com p (Alpha) = 0,05 e 95% de significancia.

Os dados foram expressos em valores percentuais médios + DP.

Em virtude do papel central da mitocondria e, consequentemente, do seu
potencial de membrana, na manutencao das fungdes bioenergéticas e metabdlicas da
célula, para garantir a sobrevivéncia dessa e sua relagdo com o processo de morte
por apoptose, torna-se essencial a avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial
em células expostas a drogas antitumorais, a fim de comprovar a ativacao da via
intrinseca da apoptose (TAIT; GREEN, 2010; LOPEZ; TAIT, 2015).

Baseada na marcacgao da fosfatidilserina (PS) com a Anexina V (TUSCHL et al,

2004), o padrdao de morte na linhagem celular HL-60 foi avaliado em diferentes
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concentracdes para os compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn e comparado com o controle

negativo.

A partir dos experimentos realizados, pode-se observar que 0S compostos
mesoidnicos analisados (MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn) apresentaram atividade apoptética
concentracdo-dependente para as células leucémicas. Os compostos mesoidnicos, a
partir das concentracdes testadas, 3,5 yg/mL e 7,0 uyg/mL para o MIH 2.4Bl e 5,0
pMg/mL e 10,0 yg/mL para o MIH 2.4Zn, diminuiram significativamente (p < 0,0001) o
percentual de células vidveis em comparagcdo com o controle negativo. Com relacéo
aos eventos apoptéticos, os tratamentos das células com 0s compostos mesoidnicos
apresentaram diferenca significativa quando comparados ao grupo controle em todas
as concentracdes testadas: MIH 2.4Bl (3,5 pg/mL e 7,0 ug/mL) e MIH 2.4Zn (5,0 ug/mL
e 10,0 pg/mL) (p < 0,0001 e CI = 95%). Contudo, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa para os registros de necrose quando comparados as concentragdes

testadas dos compostos em relacdo ao grupo controle (Tabela 15; Figura 33).

Tabela 15: Efeitos dos compostos MIH 2.4Bl e MIIH 2.4Zn no padréo de morte celular
na linhagem HL-60, apds 48h de incubacéo.

HL-60 Controle Doxorrubicina Amostral: Amostra2: Amostra3: Amostra4:
Negativo MIH 2.4BI MIH 2.4BI MIH 2.4Zn MIH 2.4Zn
(3.5ug/mL)  (7,0ug/mL) (5,0ug/mL)  (10,0pg/mL)
Normais 84,73 14,78 48,63 43,51 43,45 33,83
(Viaveis) +2,07 +2,69 +3,14 +5,28 +3,78 +1,83
Apoptose 8,14 8,41 27,55 28,66 25,59 26,48
Inicial +1,56 +1,33 +2,59 +5,79 + 3,04 +3,70
Apoptose 5,077 52,86 23,12 34,95 24,87 34,7
Tardia +0,95 +2,29 +2,71 +4,55 +2,11 +2,54
Necrose 1,412 26,06 1,912 2,103 1,832 1,595
+0,16 +2,72 +0,62 0,47 0,24 0,27

Legenda: O controle negativo foi tratado com veiculo (DMSO) a 0,1%. A doxorrubicina
(0,78 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Todas as amostras foram
comparadas com o controle negativo. Os dados foram expressos em valores

percentuais médios + DP.
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Figura 33: Investigacdo do padrdo de morte celular (células viaveis, apoptose inicial,

apoptose tardia e necrose provocado pela acdo dos compostos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn

na linhagem celular HL-60, ap6s 48h de incubacéo.
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Legenda: A amostra “C” corresponde ao controle negativo que foi tratado com o
veiculo (DMSO) a 0,1%; a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (0,78
Mg/mL); a amostra “1” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (3,5 ug/mL);
a amostra “2” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (7,0 ug/mL); a
amostra “3” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (5,0 ug/mL); e a
amostra “4” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (10,0 pg/mL). ****p <
0,0001, comparado com o controle negativo por meio do teste ANOVA, seguido do
teste de Dunnet de mdultiplas comparacbes, com p (Alpha) = 0,05 e 95% de

significancia. Os dados foram expressos em valores percentuais médios + DP.

Uma das vantagens de induzir a apoptose como forma de morte celular pelos
guimioterapicos estéa relacionada ao fato de que as células podem ser eliminadas pelo
sistema imunoldgico sem desencadear uma resposta inflamatoria (LIU et al, 2011).

Somado ao anteriormente exposto, estudos com compostos derivados do
mesoibnico 1,3,4-thiadiazolium em linhagem celular de hepatocarcinoma (HepG2)
observaram uma reducdo estatisticamente significativa das células tumorais em
relacdo as células saudaveis (hepatécitos de rato), promovendo aumento da
citotoxicidade para as células tumorais e morte celular por apoptose (GOZZI et al,
2015).

Outros estudos revelam os compostos mesoidnicos como desacopladores de
fosforilagdo mitocondrial e sugerem que a inducdo da apoptose pode ser uma
consequéncia da atividade citotoxica dos compostos mesoibnicos. O metabolismo
mitocondrial pode superar a resisténcia a apoptose em células cancerosas (CADENA
et al, 1998; SUSIN et al, 1998; COLOMBO et al, 2001; CADENA et al, 2002; SENFF-
RIBEIRO et al, 2004).

Dessa forma, sugere-se que 0s compostos mesoidnicos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn
podem indicar um potencial farmacolégico, atuando de forma seletiva em células
tumorais de leucemia, induzindo eventos celulares que culminam na morte do tumor

por apoptose.
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E importante considerar que os compostos que venham a ser identificados
como candidatos a farmacos antineoplasicos devem atuar no bloqueio da proliferacéo
das células tumorais. Sendo assim, € fundamental avaliar a fase especifica do ciclo

celular que os compostos em analise possam vir a atuar.

Os resultados do presente estudo mostraram que 0S compostos mesoidnicos
MIH 2.4Bl (nas concentracbes 3,5 pg/mL e 7,0 pg/mL) e MIH 2.4Zn (nhas
concentracdes 5,0 pg/mL e 10,0 pg/mL) causaram interrupgéo do ciclo celular na fase

G2 quando comparados ao controle negativo (Tabela 16; Figura 34).

Tabela 16: Efeitos dos compostos MIH 2.4Bl e MIIH 2.4Zn no ciclo celular na linhagem
celular HL-60.

Fases Controle Doxorrubicina Amostra 1: Amostra2: Amostra3: Amostra4:

do Negativo (0,78 ug/mL)  MIH 2.4BI MIH 2.4Bl  MIH2.4Zn  MIH 2.4Zn

Ciclo (3,5ug/mL) (7,0pg/mL)  (5,0pg/mL)  (10,0pg/mL)
Celular

Gl 47,39 13,77 40,32 37,38 42,1 39,32

+3,25 +2,88 +4,97 +2,47 +0,18 +1,78

S 17,91 25,38 17,14 15,55 16,14 15,85

+1,37 + 4,75 +0,98 + 2,65 +2,16 +1,11

G2/M 24,49 50,89 38,92 42,92 37,15 37,73

+2,93 +4,19 +4,17 +1,40 +2,06 +3,12

Legenda: O controle negativo foi tratado com veiculo (DMSO) a 0,1%. A doxorrubicina
(0,78 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Todas as amostras foram
comparadas com o controle negativo. Os dados foram expressos em valores

percentuais médios + DP.



98

Figura 34: Ensaio do ciclo celular na linhagem HL-60 tratada com os compostos MIH

2.4Bl e MIH 2.4Zn.

60 1
40 1
X
©
O
20 * kK
0-

CICLO CELULAR

* kkk

* k k%

I G
Bl s

G2/M

* %k kK
* kkk

Controle Negativo

1024 2048 3071 4095
Red Fluorescence (RED-HLin)

Amostra 2 (MIH 2.4Bl; 7,0 ug/mL)

120

0 1024 2048 3071 1095
Red Fluorescence (RED-HLin)

| * kKK
N Vv

Doxorrubicina

0 1024 2048 3071 4095
Red Fluorescence (RED-HLin)

Amostra 3 (MIH 2.4Zn; 5,0 ug/mL)

120

0 1024 2048 3071 4005
Red Fluorescence (RED-HLin)

Amostra 1 (MIH 2.4Bl; 3,5 pg/mL)

10U

38+
4

0 1024 2048 3071 4095
Red Fluorescence (RED-HLin)

Amostra 4 (MIH 2.4Zn; 10,0 pg/mL)

19U

0 1024 2048 3071 4095
Red Fluorescence (RED-HLin)

Legenda: A amostra “C” corresponde ao controle negativo que foi tratado com o

veiculo (DMSO) a 0,1%; a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (0,78

Mg/mL); a amostra “1” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (3,5 ug/mL);

a amostra “2” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (7,0 ug/mL); a
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amostra “3” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (5,0 ug/mL); e a
amostra “4” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (10,0 pug/mL). **p <
0,001 e ****p < 0,0001, comparado com o controle negativo por meio do teste ANOVA,
seguido do teste de Dunnet de mdultiplas comparac¢des, com p (Alpha) = 0,05 e 95%
de significancia. Os dados foram expressos em valores percentuais médios + DP.

O cancer € uma doenca multigénica, caracterizada pelo acumulo de
alteracbes que permitem a célula romper uma série de barreiras proliferativas,
provocando sua multiplicagdo desordenada. Hanahan e Weinberg (2000)
identificaram seis caracteristicas principais na maioria dos tipos de tumores: auto-
suficiéncia em sinais de crescimento, auséncia de resposta a sinais anti-crescimento,
evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese, invasao tecidual e
metastase. Whitfield et al (2006), ao analisar células cancerigenas por microarrays,
apontou que 62% dos genes encontrados alterados constituem genes envolvidos
diretamente com a proliferacdo ou com a regulacdo de outros processos do ciclo
celular. Dados encontrados em outros estudos corroboram para que o cancer seja
cada vez mais visto como uma doenca do ciclo celular (BARTEK et al, 1999; SHERR,;
McCORMICK, 2002).

A tabela 17 e figura 35 apresenta o percentual de células que apresentaram
fragmentacdo do DNA, caracteristica envolvida principalmente na morte celular por
apoptose. Para esta analise, é possivel verificar que ndao houve diferenca estatistica
significativa quando comparados as concentracdes utilizadas dos compostos MIH
2.4Bl (3,5 pg/mL e 7,0 pug/mL) e MIH 2.4Zn (5,0 pg/mL e 10,0 pg/mL) com o controle
negativo (p < 0,0001).
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Tabela 17: Efeitos dos compostos MIH 2.4 Bl e MIIH 2.4Zn na fragmentagdo do DNA

de células da linhagem HL-60.

HL-60 Controle Doxorrubicina Amostral: Amostra2: Amostra3: Amostra 4:
Negativo MIH 2.4BI MIH 2.4BI MIH 2.4Zn MIH 2.4Zn
(3.5ug/mL)  (7,0pg/mL)  (5,0pg/mL)  (10,0pg/mL)
Fragmentagdo 7,603 38,91 8,358 5,473 4,458 6,753
+1,323 +4,61 +5,07 +0,78 +0,35 +1,68

Legenda: O controle negativo foi tratado com veiculo (DMSO) a 0,1%. A doxorrubicina
(0,78 pg/mL) foi utilizada como controle positivo. Todas as amostras foram
comparadas com o controle negativo. Os dados foram expressos em valores

percentuais médios + DP.

Figura 35: Avaliacdo da fragmentacdo do DNA de células da linhagem HL-60,
tratadas com os compostos MIH 2.4 Bl e MIIH 2.4Zn.
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Legenda: A amostra “C” corresponde ao controle negativo que foi tratado com o
veiculo (DMSO) a 0,1%; a doxorrubicina foi utilizada como controle positivo (0,78

Mg/mL); a amostra “1” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (3,5 ug/mL);
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a amostra “2” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4BI (7,0 pg/mL); a
amostra “3” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (5,0 ug/mL); e a
amostra “4” equivale ao tratamento com o composto MIH 2.4Zn (10,0 pg/mL). **p <
0,001 e ****p < 0,0001, comparado com o controle negativo por meio do teste ANOVA,
seguido do teste de Dunnet de mdultiplas comparac¢des, com p (Alpha) = 0,05 e 95%

de significancia. Os dados foram expressos em valores percentuais médios + DP.

Um estudo realizado por Gozzi et al (2015) verificou que células da linhagem
de HepG2 tratadas com o composto mesoiénico MI-D ndo apresentaram nenhuma

fragmentagao do DNA, corroborando com os dados apresentados neste estudo.

A apoptose € um importante contraponto a mitose na regulacéo da quantidade
de células durante o desenvolvimento, na renovacdo celular homeostatica do
individuo adulto e em muitas outras situagcdes como a eliminacdo de células com
danos gendmicos ou celulares (MITTLER; SHULAEV, 2003).

A apoptose é um processo ativo que pode ser deflagrado por amplo espectro
de estimulos, tanto intra como extracelulares. E controlada por genes especificos que
podem participar de cinco passos sequenciais e distintos, dentre outros: a decisao da
célula individual de morrer ou viver, ativacdo dos mecanismos de morte celular,
execucdo do processo de morte, fagocitose da célula moribunda e degradagédo da
célula morta (WU; XUE, 2003).

Alguns genes foram estudados por participarem dos mecanismos de
apoptose, seja como protetores ou como promotores. A via mitocondrial da apoptose
€ controlada pela familia das proteinas Bcl-2 que também controla a via extrinseca do
receptor da morte celular. O BCL-2 € um proto-oncogene que produz a proteina Bcl-
2, cuja funcéo biologica € suprimir a morte celular programada (apoptose) induzida
por varios estimulos e tendo eficacia proporcional ao nivel de expressdo proteica
(BATISTATOU et al, 1993).

O proto-oncogene BCL-2 que codifica a proteina Bcl-2 inibidora da apoptose
poderia estar implicando tanto na tumorigénese quanto na progressao e sobrevida de
células tumorais. A familia das proteinas Bcl-2 pode ser subdividida em trés

subfamilias: aquelas representadas pelo BCL-2/BCL-XL, que inibe a morte celular
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programada por distintos mecanismos, como prevencao da liberagdo de proteinas
mitocondriais e as duas subfamilias pré-apoptéticas representadas pela BAX/BAK e
BID/BIM (KUAN; KUIDA, 2003).

Praticamente todos os estimulos que desencadeiam a apoptose ocorrem via
acao das caspases. Estas podem ser subdivididas em via ascendente ou iniciadoras
(que incluem as caspases longas 2, 8, 9 e 10) e via descendente ou efetoras (que
incluem as caspases curtas 3, 7 € 9) (MURPHY; MARTIM, 2003).

O estudo dos genes envolvidos na apoptose destes tumores pode fornecer
um marcador de comportamento tumoral confiavel e, por sua vez, podendo ser
utilizado para estabelecer o progndéstico dos pacientes. S80 muitos os genes e
proteinas que estdo envolvidos nas vias de apoptose. No presente estudo, optou-se
pela analise do BAX e BCL-2 por serem genes que atuam como anti e pro-apoptéticos,
respectivamente, pois participam da via mitocondrial da apoptose, além do estudo da
CASPASE 9 por ter acao iniciadora na cascata da morte celular por apoptose pela via
intrinseca e a CASPASE 3, uma vez que é a via final comum de quase todas as vias

apoptoticas.

Na figura 36 é possivel verificar os resultados obtidos através da analise da
expressdo do gene BAX nas células da linhagem HL-60, tratadas com as
concentracfes dos compostos mesoidnicos MIH 2.4Bl e MIH 2.4Zn. Para este gene,
observou-se que houve diferenca estatistica significativa somente quando
comparados a expressao na amostra BLC1 (concentracao de 3,5 pg/mL do composto
MIH 2.4Bl) em detrimento da amostra BLC2 (concentracdo de 7,0 pg/mL do composto
MIH 2.4Bl) (p < 0,05) e quando comparados a expressdo do gene na amostra BLC1
em relacdo a amostra ZNC1 (concentracao de 5,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn), (p
< 0,05). Para as demais comparacdes entre as amostras ndao houve correlacéao

estatisticamente significativa.
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Figura 36: Gréafico da expressdo do gene BAX.
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Legenda: Amostra BLC1 (concentracdo de 3,5 pg/mL do composto MIH 2.4Bl);

Amostra BLC2 (concentracao de 7,0 pg/mL do composto MIH 2.4Bl); Amostra ZNC1
(concentracao de 5,0 ug/mL do composto MIH 2.4Zn); Amostra ZNC2 (concentracao
de 10,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn). Para esta analise foi realizado o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis do teste ANOVA, seguida do teste de mudltiplas

comparacgdes de Dunn (p<0,05), utilizando o programa SPSS.

O gene BAX teve sua expressao aumentada na amostra BLC1 em relacdo a
amostra BLC2 e ZNC1. Sabe-se que este gene € um promotor da apoptose. E ao
dobrar a concentracéo do tratamento com o composto MIH 2.4BI houve diminui¢cdo da
expressao deste gene. Este resultado pode estar associado a expressdo do gene

BCL2 nas mesmas amostras, conforme apresentado na figura 37.
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Figura 37: Andlise da expressédo do gene BCL2.
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Legenda: Amostra BLC1 (concentracdo de 3,5 pg/mL do composto MIH 2.4Bl);
Amostra BLC2 (concentracao de 7,0 ug/mL do composto MIH 2.4Bl); Amostra ZNC1
(concentragao de 5,0 pug/mL do composto MIH 2.4Zn); Amostra ZNC2 (concentragao
de 10,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn). Para esta analise foi realizado o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis do teste ANOVA, seguida do teste de mudltiplas

comparacgdes de Dunn (p<0,05), utilizando o programa SPSS.

Ao analisar a expressao do gene inibidor da apoptose BCL2 nas células da
linhagem HL-60, tratadas com as concentracbes dos compostos mesoidnicos MIH
2.4Bl e MIH 2.4Zn foi possivel observar que houve diferenga estatisticamente
significativa quando comparados a expressdo deste gene na amostra BLC2
(concentracdo de 7,0 pg/mL do composto MIH 2.4BIl) versus a amostra ZNC2
(concentragdo de 10,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn) (p < 0,01) e quando
comparados a expressao do gene na amostra ZNC1 (concentracao de 5,0 pg/mL do
composto MIH 2.4Zn) em relagdo a amostra ZNC2 (p < 0,05). Para as demais
comparacdes entre as amostras ndo houve correlacdo estatisticamente significativa
(Figura 37).
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Alguns autores avaliaram as proteinas Bcl-2 e Bax relacionadas a apoptose,
através do uso de técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) e observaram expressao
diferenciada destas proteinas em adenomas e concluiram que estas proteinas podem
estar relacionadas ao crescimento do tumor (SAMBAZIOTIS; KAPRANOS;
KONTOGEORGOS, 2003; OZER et al, 2003).

Ao analisar a expressao da CASPASE 3, gene que participa da via final
comum de quase todas as vias apoptoticas, observou-se diferenca estatisticamente
significativa somente quando comparadas as amostras de células HL-60 tratadas com
0 composto MIH 2.4BI: BLC2 (7,0 pg/mL) versus BLC1 (3,5 ug/mL) (p < 0,05) (Figura
38).

Figura 38: Analise da expressao do gene CASPASE 3.
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Legenda: Amostra BLC1 (concentracdo de 3,5 pg/mL do composto MIH 2.4Bl);
Amostra BLC2 (concentracao de 7,0 pug/mL do composto MIH 2.4BI); Amostra ZNC1
(concentragao de 5,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn); Amostra ZNC2 (concentracao
de 10,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn). Para esta analise foi realizado o teste de
variancia da ANOVA, seguida do teste de mdultiplas comparacdes de Student-

Newman-Keuls (p<0,05), utilizando o programa SPSS.
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A partir da andlise da expressao do gene da CASPASE 9, caspase iniciadora
do processo de apoptose, foi possivel verificar que houve diferenca estatisticamente
significativa quando comparados a amostra BLC1 com todas as demais amostras,
incluindo o controle positivo e negativo: BLC1 versus BLC2 (p < 0,001); BLC1 versus
ZNC1 (p < 0,01); BLC1 versus ZNC2 (p < 0,01); BLC1 versus doxorrubicina (p < 0,01)
e BLC1 versus controle negativo (p < 0,01) (Figura 39).

Figura 39: Analise da expressao do gene CASPASE 9.
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Legenda: Amostra BLC1 (concentracdo de 3,5 pg/mL do composto MIH 2.4Bl);
Amostra BLC2 (concentracéo de 7,0 pg/mL do composto MIH 2.4Bl); Amostra ZNC1
(concentracéo de 5,0 ug/mL do composto MIH 2.4Zn); Amostra ZNC2 (concentracao
de 10,0 pg/mL do composto MIH 2.4Zn). Para esta analise foi realizado o teste de
variancia da ANOVA, seguida do teste de mudultiplas comparacdes de Student-

Newman-Keuls (p<0,05), utilizando o programa SPSS.

A Caspase 9 é um membro da via intrinseca e desempenha um papel central
na via apoptoética mitocondrial. A via intrinseca é iniciada pela liberacdo do citocromo
¢ das mitocondrias em resposta ao estresse celular (BRATTON; SALVESEN, 2010).
A morte celular programada ou a apoptose é um mecanismo de defesa essencial
contra o desenvolvimento do cancer (EVAN; VOUSDEN, 2001).
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Estudos sugerem que alguns polimorfismos na CASPASE 9 podem influenciar

a expressao da Caspase 9, modulando a susceptibilidade ao cancer (COTTER, 2009).

O processo de apoptose € influenciado por proteinas pr6 e anti-apoptoticas
nos seus multiplos passos. O equilibrio entre a cascata das caspases, indutoras da
morte celular, e as proteinas inibidoras da apoptose constituem ponto fundamental
neste processo e apresenta grande potencial terapéutico (COTTER, 2009; YILMAZ,
2017).

Sendo assim, sugere-se que este resultados servirdo como base para a
continuidade dos estudos, através da investigacao de outros genes, afim de elucidar

melhor as vias de acdo dos compostos teste e de inducdo de morte celular.



108

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os compostos mesoidnicos analisados no presente estudo (MIH 2.4Bl e MIH
2.4Zn) sao produtos que possuem atividade citotoxica seletiva para células tumorais,

com maior indice de seletividade para as linhagens celulares HEp-2 e HL-60.

Estes compostos mesoidnicos possuem baixa toxicidade para células normais
e desempenham atividade antitumoral, induzindo a morte das células por apoptose e

parada do ciclo celular na fase G2.

Os compostos mesoidnicos testados com suas respectivas concentracdes
causaram danos significativos na membrana mitocondrial, promovendo a sua
despolarizagcdo na linhagem celular testada (HL-60), quando comparados com o
controle negativo, ap6s um periodo 48h de exposi¢cdo das células ao tratamento.
Porém, ndo promoveram fragmentacdo do DNA para as mesmas concentracdes

testadas.

A andlise da expressao dos genes BAX, BCL2, CASPASE 3 e CASPASE 9
foi importante para auxiliar no entendimento do processo de agéo citotoxica dos
compostos MIH 2.4BlI e MIH 2.4Zn. Contudo, had necessidade de investigar a
expressao de outros genes para elucidar melhor as vias de acado dos compostos e de

inducéo da morte celular.

Sendo assim, a partir dos resultados obtidos no presente estudo, foi realizado
depésito do pedido de patente junto ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INPI), cujo nimero do processo é BR 10 2016 026112 0 (Anexo A).
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Thtule da Invengdo ou Modelo de COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO MESOIONICO

Utilidade (54). PARA TRATAMENTO DO CANCER .
Resumo: “COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO MESOIONICO

PARA TRATAMENTO DO CANCER". A presente invengdo se refere
a um composto derivado do mesoidnico sintéfico, que pertence ao
grupo 1,3-tiazdlio-5-ticlato, caracterizado por ser composto
heterociclico ndo benzénico com carater betainico e planar, tamanho
relativaments pequenc e variagdo da densidade eletrdnica de carga
positiva no anel e densidade de carga negativa que se estende a
cadeia lateral exociclica, atribuindo-lhe propriedades anfifilicas e
coordenado ao zinco. Apesar de serem camegados intermaments e
possuirem alto momento dipolar, 0 composto mesoidnico apresenta
uma rede de carga de elétrons neutra, o que lhes confere a
capacidade de atravessar membranas celulares e interagir com
moléculas biologicas com afinidades distintas. Através dos ensaios in
vitro realizados nesta inveng&o, foi possivel observar que os
compostos MIH 2.4B1 e MIH 2.4Zn apresentaram ag8o citotdxica e
apoptotica em linhagens celulares de varios tipos de céncer, a
exemplo do adenocarcinoma mamario humano (MCFT), carcinoma
de laringe humanao (HEp-2), carcinoma de cdlon retal humano (HT-
29) e leucemia promielocitica aguda humana (HL-60). A
coordenagdo ao zinco potencializou o efeito bioldgico. Sendo assim,
a aplicabilidade potencial dos compostos mesoidnicos MIH 2 4Bl e
MIH 2 47n contribuird para o uso destes como agentes coadjuvantes
para o tratamento de doengas oncolégicas em humanos & animais.
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