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RESUMO

O cancer é um termo que se refere a um conjunto de doencas caracterizadas pela
proliferacdo descontrolada de células, com capacidade de invasdo e metastase.
Apesar dos avan¢os nas pesquisas no ramo da oncologia, ainda existem muitos
problemas nas terapias empregadas, como a alta toxicidade e o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento. Considerando os relatos na literatura de atividade
anticancer de derivados acridinicos, o presente trabalho objetivou investigar a
toxicidade e a atividade antitumoral in vitro e in vivo de um novo composto espiro-
acridinico, o (E)-5'-ox0-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-
espiro [acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila  (AMTAC-17), selecionado ap0s triagem
farmacoldgica. A atividade antitumoral in vitro foi avaliada pelo ensaio de reducédo do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio), obtendo-se um valor
de concentragéo inibitéria de 50% (Clso) de 27,19 uM sobre a linhagem de céancer de
colon HCT-116. A toxicidade in vitro foi avaliada em células HaCaT, L929 e Células
Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) (Clso: 31,40 uM, 103,50 puM e 18,62 uM,
respectivamente). Nas concentracdes de 30 e 60 uM em células HCT-116, AMTAC-
17 alterou a progressao do ciclo celular, induzindo aumento no pico sub-G1, indicativo
de morte celular por apoptose, confirmada pela externalizacdo da fosfatidilserina e
alteracdes morfologicas como formacdo de prolongamentos na membrana celular,
condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear, além de reduzir o nivel de
espécies reativas de oxigénio (EROs). No teste de toxicidade em embrides de peixe
(teste FET), a concentragdo letal média (CLso) do AMTAC-17 foi superior a 300 uM.
No ensaio de toxicidade ndo clinica aguda em camundongos, AMTAC-17 (2000
mg/kg; via intraperitoneal, i.p.) ndo induziu morte dos animais experimentais, sendo a
dose letal 50% (DLso) estimada como maior que 5000 mg/kg. Para a avaliagao da
genotoxicidade foi realizado o teste do micronucleo em sangue periférico de
camundongos, sendo observado que AMTAC-17 (2000 mg/kg, i.p.) nao induziu
aumento no numero de eritrocitos micronucleados. Na avaliagdo da atividade
antitumoral in vivo, em modelo de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE), observou-se
que AMTAC-17 (12,5; 25 ou 50 mg/kg, i.p., sete dias de tratamento) reduziu a
viabilidade e o total de células tumorais peritoneais. Foi observado que AMTAC-17
(12,5 mg/kg) induziu aumento no pico sub-G1, relacionado a apoptose, reduziu a
microdensidade vascular peritumoral, o que indica a¢ao antiangiogénica, bem como
aumentou os niveis das citocinas IL-13, TNF-a, e IL-12, 0 que estd associado a
capacidade imunomoduladora. In vivo, AMTAC-17 n&o induziu alteragdes nos niveis
de EROs. Em relacdo a toxicidade apoOs tratamento antitumoral, entre todos os
parametros avaliados (parametros metabdlicos, bioquimicos, hematoldgicos e
histol6gicos), foi observado que AMTAC-17 (12,5 mg/kg) néo induziu alteracbes
significativas. Os dados apresentados indicam que AMTAC-17 possui atividade
antitumoral em células HCT-116, por induzir apoptose e promover efeito antioxidante,
e in vivo por promover agao antiangiogénica e imunomoduladora, associado a uma
baixa toxicidade néo clinica.

Palavras-chave: Derivados acridinicos. Carcinoma colorretal humano. Carcinoma
Ascitico de Ehrlich. Atividade antitumoral. Toxicidade.



ABSTRACT

Cancer is a term that refers to a set of diseases characterized by the uncontrolled
proliferation of cells, capable of invasion and metastasis. Despite the progress in
oncology’s researches, there are still many issues in the therapies employed, such as
high toxicity and the development of resistance to current treatments. Considering the
reports in the literature of antitumor activity of acridine derivatives, the present work
aimed to investigate the toxicity and antitumor activity in vitro and in vivo of a new spiro-
acridine compound, the (E)-5-oxo0-1'-((3,4,5-trimethoxy-benzylidene)amino)-1',5'-
dihydro-10H-spiro[acridine-9,2'-pyrrole]-4'-carbonitrile  (AMTAC-17), selected after
pharmacological screening. The in vitro antitumor activity was evaluated by the MTT
reduction test (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide),
obtaining a 50% inhibitory concentration value (ICso) of 27.19 yuM against the colon
cancer strain HCT-116. In vitro toxicity was assessed in HaCaT, L929 cells and
Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) (ICso0: 31.40 puM, 103.50 pM, and 18.62
UM, respectively). At concentrations of 30 and 60 uM in HCT-116 cells, AMTAC-17
altered the progression of the cell cycle, inducing an increase in the sub-G1 peak,
indicative of cell death due to apoptosis, confirmed by the externalization of
phosphatidylserine and morphological changes such as the formation of prolongations
in the cell membrane, chromatin condensation, and nuclear fragmentation, as also by
inducing a reduction in the level of reactive oxygen species (ROS). In the fish embryo
toxicity test (FET test), the average lethal concentration (LCso) of AMTAC-17 was
greater than 300 uM. In the acute non-clinical toxicity test in mice, AMTAC-17 (2000
mg/kg; intraperitoneal route, i.p.) did not induce death of the experimental animals, with
50% lethal dose (LDso) being estimated as greater than 5000 mg/kg. The micronucleus
test was performed in mouse peripheral blood, and it was observed that AMTAC-17
(2000 mg/kg, i.p.) did not cause an increase in the number of micronucleated
erythrocytes, indicating low genotoxicity. In the antitumor activity in vivo, in a model of
Ehrlich's Ascitic Carcinoma (CAE), it was observed that AMTAC-17 (12.5; 25 or 50
mg/kg, i.p., seven days of treatment) reduced the viability and the total peritoneal tumor
cells. AMTAC-17 (12.5 mg/kg) induced an increase in the sub-G1 peak, related to
apoptosis, reduced peritumoral vascular microdensity, indicating antiangiogenic
action, as well as increased levels of IL-1B, TNF-a, and IL-12 cytokines, which is
associated with immunomodulatory capacity. In vivo, AMTAC-17 did not change ROS
levels. Regarding toxicity after antitumor treatment, among all the parameters
evaluated (metabolic, biochemical, hematological and histological parameters), it was
observed that AMTAC-17 (12.5 mg/kg) did not induce significant changes. The data
presented indicate that AMTAC-17 has antitumor activity in HCT-116 cells, by inducing
apoptosis and promoting antioxidant effect, and promoting antiangiogenic and
immunomodulatory action in vivo, associated with low non-clinical toxicity.

Keywords: Acridine derivatives. Human colorectal carcinoma. Ehrlich's ascitic
carcinoma. Antitumor activity. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

O termo cancer é designado para definir um grupo de doencas caracterizadas
pela proliferagéo celular descontrolada, pela sua capacidade de disseminacdo pelo
organismo, por meio da invasao de vasos sanguineos ou linfaticos, e por induzir o
processo de angiogénese e metastase (HU et al., 2015; ZAVYALOVA et al., 2019).

Os tumores malignos podem se desenvolver por diferentes fatores (ambientais
ou genéticos), em um processo gradual e cumulativo conhecido como carcinogénese
(LIU, 2018; PETERS; GONZALEZ, 2018), que envolve alteracdes genéticas como a
ativacdo de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor e/ou de
genes reparadores de DNA (EGGERT, 2011).

Essa doenca é um grande problema de salde publica em nivel mundial, o que
afeta milhdes de pessoas anualmente (WHO | Cancer, 2018). No contexto da
probleatica e a diversidade dessas doencas, diversas abordagens podem ser
utilizadas em seu tratamento, incluindo a quimioterapia, a radioterapia, a cirurgia, a
terapia alvo, a imunoterapia, entre outras. Em muitos casos, € necessario combinar
mais de uma modalidade e, mesmo assim, podem aparecer efeitos secundarios
graves, que comprometem a salde e a qualidade de vida dos pacientes, sem, muitas
vezes, resultados clinicos satisfatorios (SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014). Diante disso, a pesquisa e o desenvolvimento de novas
alternativas para o tratamento desta enfermidade se fazem necessarios, com o
objetivo de proporcionar maior resposta do tumor ao tratamento, com menor
toxicidade e baixo desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais.

Compostos derivados da acridina sdo amplamente estudados como potenciais
agentes no tratamento do cancer (ZHANG et al., 2014). As acridinas sdo compostos
policiclicos de nitrogénio relacionado ao antraceno (LAFAYETTE et al.,, 2013).
Modificagcdes quimicas na estrutura da acridina podem produzir compostos com
diferentes atividades biologicas, como antimicrobiana, antiviral, antiprotozoaria,
antitumoral, entre outras (BOSCH et al., 2019; MAZZUCCO et al., 2015; OTHMAN;
KOZURKOVA, 2018; SERAFIM et al., 2018).

Compostos espiro-acridinicos sdo uma promissora classe de derivados da
acridina (VILKOVA; PROKAIOVA; IMRICH, 2014), obtidos por reacdes de espiro-
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ciclizagdo, produzindo um anel espiro de cinco ou seis membros ligado ao carbono C-
9 da acridina (ALMEIDA et al., 2016), que ja demonstraram capacidade de se ligar ao
DNA, inibir as enzimas topoisomerase e tirosinase, bem como apresentaram atividade
antiproliferativa em diferentes linhagens de células tumorais (DE ALMEIDA et al.,
2015; GOUVEIA et al., 2018; MENEZES et al., 2018; SALEM et al., 2016).
Vislumbrando o potencial farmacolégico de derivados espiro-acridinicos, foi
sintetizado o novo composto (E)-5'-oxo-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-17), o qual ndo possui
dados na literatura a respeito da sua quimica ou atividade farmacolégica/toxicolégica.
Neste contexto, por meio de métodos in vitro e in vivo, este trabalho apresenta
0 estudo da toxicidade e da atividade antitumoral de AMTAC-17, e demonstra seus
efeitos no ciclo celular, na angiogénese, no estresse oxidativo e na modulacdo de

mediadores do microambiente tumoral.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

O crescimento celular é um processo altamente regulado e fundamental para
gue o organismo permaneca em homeostase. Esta regulacdo ocorre por meio da
producao e transmissao de sinais de crescimento, 0s quais podem iniciar cascatas de
sinalizacdo, que culminam na ativacdo de genes necessarios para 0 processo de
divisdo celular. Por outro lado, determinados estimulos podem ativar genes que
induzem a parada do crescimento (MATSON; COOK, 2017; YANG et al., 2017).

Contudo, podem ocorrer problemas com esse processo de regulacao da divisao
celular, o que leva ao aparecimento das neoplasias, caracterizadas pela proliferacao
anormal de células, que néo estdo sob o controle fisioldgico do organismo, persistindo
com o crescimento desordenado mesmo que cesse 0 estimulo inicial. As neoplasias
comumente sado referidas como tumores, que pode se apresentar como uma
proliferacdo de carater benigno ou maligno (DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2014;
KUMAR et al., 2015).

O tumor benigno apresenta algumas caracteristicas principais: células
diferenciadas, crescimento lento, com massa tumoral circunscrita, que forma uma
capsula de tecido fibroso que envolve o tumor, e se apresenta de maneira localizada,
que ndo se propaga entre os tecidos vizinhos, isto é, apresenta-se como um tumor
nao invasivo. Por outro lado, o tumor maligno apresenta comportamento mais
agressivo, com células indiferenciadas, crescimento rapido e ilimitado, ndo ocorre a
formacdo de capsula fibrosa, ou seja, tem a capacidade de invadir os tecidos
adjacentes, que pode desenvolver metastases (DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2014;
TALMADGE; FIDLER, 2010).

A neoplasia maligna também é conhecida como cancer, que é um termo
genérico utilizado para definir um grande grupo de doencgas complexas caracterizadas
pela rapida multiplicacéo de células anormais e pela sua capacidade de disseminacao
pelo organismo, por meio da invasao de vasos sanguineos ou linfaticos, processo
conhecido como metéastase (ISRAEL et al., 2016; ZAVYALOVA et al., 2019).
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Os tumores malignos apresentam um espectro de tipos e subtipos (HANAHAN,
2014), classificados de acordo com o tecido que lhes deu origem. Carcinomas se
originam de células epiteliais, como os adenocarcinomas (quando o epitélio € de
origem glandular) (SHIELDS, 2017). Sarcomas s&o originarios de tecidos conjuntivos,
sendo classificados como sarcomas 6sseos (como osteossarcoma e condrosarcoma),
sarcomas de tecidos moles (como lipossarcoma e fibrossarcoma), além de musculo
(rabdomiossarcoma) (HATINA et al., 2019; PAPPO; DIRKSEN, 2018). Céanceres do
sistema hematopoiético abrangem vérios tipos de Linfomas (MUGNAINI; GHOSH,
2016), Leucemias (JULIUSSON; HOUGH, 2016) e Mielomas (CHAVDA; YONG,
2017), derivados de glébulos brancos, como células B e T e células plasmaticas
(SHIELDS, 2017).

O cancer pode se desenvolver por um processo gradual e cumulativo, o qual
pode acontecer em decorréncia de alteragbes simultaneas em genes geralmente
relacionados a proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, bem como em
consequéncia de alteracdes epigenéticas, como alteracdes na metilacdo do DNA.
Esse processo que leva a formacdo do cancer é conhecido como carcinogénese
(ERDEM et al., 2014; HANAHAN, 2014; INCA, 2011).

A carcinogénese se inicia a partir de uma ou algumas células cancerosas que
proliferam até formar um tumor Vvisivel (SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014). Esse processo pode ser dividido em trés diferentes fases,
denominadas de iniciacdo, promocédo e progressdo. No primeiro estagio, as células
sofrem mutacdes que promovem alteracbes em seu material genético, em
conseguéncia da acao de fatores ou agentes cancerigenos enddgenos ou exdégenos.
Na fase de promocgao, as células “iniciadas” desenvolvem capacidade proliferativa
maior que as células vizinhas, transformando-se em células malignas, as quais podem
evoluir para a terceira e Ultima fase, que € a progressdo. Nesta fase, ocorre a
multiplicacdo descontrolada e irreversivel das células, que torna o tumor cada vez
mais agressivo, 0 que esta associado ao acumulo diferentes alteracées genéticas e
epigenéticas (HYNDMAN, 2016; PETERS; GONZALEZ, 2018).

Determinadas caracteristicas estdo presentes nas células cancerigenas que as
tornam diferentes das células normais, dentre elas estdo: i) sinalizagdo proliferativa

sustentada — relacionada a fatores como a sinalizacdo proliferativa autocrina,
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estimulacdo da liberacdo de fatores de crescimento pelas células do estroma
associado ao tumor, hiperresponsividade celular, ativacdo constitutiva de
componentes relacionados a vias de sinalizacdo proliferativas, e interrupcao de
mecanismos de feedback negativo (BAHRAMI et al., 2018; HANAHAN; WEINBERG,
2011; LIN et al., 2017; WANG et al., 2017c; ZHAO et al., 2015); ii) fuga de sinais
supressores de tumor — como as proteinas Rb (Retinoblastoma) (JOHNSON et al.,
2016) e p53 (HERRERO et al.,, 2016), responsaveis por conter a proliferacdo
descontrolada ou, alternativamente, ativar processos de morte celular; iii) inflamacéo
promotora do tumor — as células tumorais e células inflamatérias do estroma fornecem
moléculas bioativas ao microambiente do tumor para favorecer sua proliferacao,
sobrevivéncia e migracdo (BONDAR; MEDZHITOV, 2013; HANAHAN; WEINBERG,
2011; SHALAPOUR; KARIN, 2015); iv) evasao da destruicdo imune — caracterizada
pelo escape das células da vigilancia imunologica (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
YARCHOAN et al., 2017); v) inducéo de angiogénese — desequilibrio entre fatores pro-
angiogénicos e antiangiogénicos produzidos pelas células tumorais e pelas células do
estroma para favorecer o surgimento de novos vasos (AL-ABD et al.,, 2017;
HANAHAN; WEINBERG, 2011; YADAV et al., 2015); vi) resisténcia a morte celular —
por conta do aumento da expressado de reguladores antiapoptoticos e de sinais de
sobrevivéncia, diminuicdo da producéao de fatores pré-apoptéticos e inibicdo de genes
supressores de tumor (DAI et al., 2016; HANAHAN; WEINBERG, 2011; MORRIS;
CHAN, 2015); vii) ativacdo de invasédo e metastase — processos que induzem a perda
da adesdo célula-célula, invaséo local, transporte das células por vasos e colonizacao
em um novo local (FALTAS, 2012; HANAHAN; WEINBERG, 2011; TALMADGE;
FIDLER, 2010); viii) instabilidade do genoma e mutacéo — defeitos na maquinaria de
manutencdo do genoma promovem heterogeneidade genética em tumores, que
preserva genoétipos favoraveis ao seu desenvolvimento (BAKHOUM; LANDAU, 2017;
HANAHAN; WEINBERG, 2011; HERRERO et al., 2016); ix) reprogramacao do
metabolismo energético — metabolismo aberrante e a acelerada absor¢éo da glicose
para permitir a constante proliferacdo celular (BAGHDADI, 2017; BOSE; LE, 2018;
HANAHAN; WEINBERG, 2011); x) imortalidade replicativa — a imortalizagéo da célula
tumoral por elevar a expressao e ativagao da enzima telomerase (CLEAL; NORRIS;
BAIRD, 2018; HANAHAN; WEINBERG, 2011; JAFRI et al., 2016) (Figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas gerais das células cancerigenas
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Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011.

Devido a diversidade de doencas neoplasicas existentes, € compreensivel que
0 cancer seja considerado um processo de origem multifatorial, que pode surgir por
conta de fatores ambientais e genéticos, que podem estar inter-relacionados para
provocar o aparecimento de uma determinada neoplasia (LIU, 2018). A grande maioria
dos casos de cancer esta associada a fatores ambientais, constituindo cerca de 80-
90% dos casos. Dentre estes, podem ser citados fatores fisicos (como radiacéo
ultravioleta — UV), quimicos (como componentes do fumo do tabaco) ou bioldgicos
(como infecc¢des causadas por virus) (HU et al., 2015; RILEY et al., 2012). A exposicao
progressiva desses fatores pode levar ao aumento da susceptibilidade da célula em
sofrer transformacdo maligna e, dessa forma, gerar o cancer (SANKPAL et al., 2012).
Além dos fatores ambientais, estima-se que 10-20% dos canceres ocorrem por fatores
hereditarios, ou seja, quando as alteracdes capazes de induzir o cancer sédo herdadas
geneticamente (CAMPBELL-SALOME; RAUSCHER, 2020; RILEY et al., 2012).

Independente dos fatores iniciadores, seja por fatores ambientais ou
hereditarios, o processo de carcinogénese envolve alteragbes genéticas como a
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ativacdo de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor e/ou de
genes reparadores de DNA (EGGERT, 2011).

Os proto-oncogenes sdao genes que normalmente codificam proteinas que
controlam os processos de divisao, apoptose e diferenciacdo celular, que, sob
determinadas circunstancias, podem sofrer mutacoes e se transformar em oncogenes,
que codifica de maneira descontrolada proteinas estimuladoras do crescimento,
contribuindo para a desregulacdo do ciclo celular associada ao cancer. Como
exemplos de proto-oncogenes estdo: RAS (PAPKE; DER, 2017), BRAF (DAVIES et
al., 2002), MYC (POOLE; VAN RIGGELEN, 2017), MET (ZHANG; BABIC, 2015), que
guiam principalmente processos de progressao do ciclo celular e proliferacédo, por
meio da ativacdo da via de sinalizacdo da proteina cinase ativada por mitdgeno
(MAPK).

Adicionalmente, mutacdes que provocam a inativagdo ou auséncia de genes
de supressdo tumoral, tais como o Rb (JOHNSON et al., 2016), p53 (TP53)
(HERRERO et al., 2016), TGF-B (Fator de Crescimento Tumoral-p) (FABREGAT et
al., 2013), e PCA (Polipose Coli Adenomatosa), podem ser criticas no processo de
carcinogénese, visto que mutacdes nesses genes o0s tornam indisponiveis para que
possam parar a proliferacdo celular quando necessério, que permite, dessa forma,
que as células se dividam além do limite normal (WASCH; ROBBINS; CROSS, 2010;
ZHANG; SHAY, 2017).

O processo de replicacdo do DNA é essencial para a célula, por isso ela possui
uma maquinaria para que se mantenha a fidelidade nesse processo. Quando ocorrem
erros durante a replicacdo do material genético, algumas enzimas séo responsaveis
por realizar a deteccdo e o reparo de qualquer dano no DNA, para manter a
integridade do mesmo. No entanto, podem ocorrer alteracbes em genes reparadores
de DNA, como por exemplo o BRCA1/2 (WU et al., 2017), ATM (BERNSTEIN et al.,
2017), XPA (SUGITANI et al., 2016), que leva a permanéncia de erros induzidos
durante a replicacdo do DNA ou por exposicdo a agentes mutagénicos, causando
instabilidade gendmica, que favorece o aparecimento de mutacdes e o surgimento do
tumor (ROMERO-LAORDEN; CASTRO, 2017).

Do ponto de vista epidemiolédgico, o cancer aparece como um grande problema

de saude publica em nivel mundial, responséavel por 9,6 milhdes de mortes em 2018.
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As estimativas sao de que em 2040 surgirdo 29,5 milhdes de novos casos de cancer
e cerca de 16,4 milh6es de mortes por ano no mundo (FERLAY et al., 2018; WHO |
Cancer, 2018).

O Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estima
para cada ano do triénio 2020-2022 o surgimento de cerca de 625 mil casos novos de
cancer no Brasil, sendo o cancer de pele ndo melanoma o mais comum na populacao
brasileira (177 mil novos casos). Depois deste tipo de cancer, as taxas de incidéncia
para mulheres demonstram que o cancer de mama segue como 0 mais comum, com
estimativa de 66.280 mil novos casos para o ano de 2020, enquanto que para homens,
o cancer de préstata engloba a maior porcentagem de casos estimados,
representando um total de 65.840 mil novos casos (INCA, 2020).

O numero de casos de cancer em todo o mundo pode crescer, especialmente
se ndo forem aplicadas medidas preventivas, bem como € necessario que se busquem
terapias mais eficazes para o tratamento dos mais diversos tipos de cancer, visto que
a terapia convencional apresenta toxicidade ndo seletiva e o desenvolvimento de
resisténcia ao tratamento (SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

2.2 Ciclo celular e apoptose

O processo de divisdo celular apresenta uma série de eventos altamente
coordenados que permitem que o ciclo celular progrida normalmente, sem falhas na
divisdo do genoma e da célula (WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017). E dividido em dois
grandes momentos, a intérfase (G1, S e G2), em que a célula conta com uma
maguinaria de processos para que ocorra o correto crescimento celular e a duplicacéo
do seu material genético, e a fase M (mitose/meiose) onde ocorre a divisdo celular,
para formar duas células filhas (TAN; DUNCAN; SLAWSON, 2017).

Durante a progressdo do ciclo celular, existem pontos de checagem
(checkpoints) que irdo verificar se a célula esta apta a iniciar a préxima etapa do ciclo,
para impedir que as células filhas sejam formadas com danos em seu material
genético. Os checkpoints evitam que a célula prossiga pelas diferentes fases do ciclo

sem que a fase anterior esteja completa e corretamente concluida, que visa garantir
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que as células filhas irdo apresentar copias fiéis do genoma (LIM; KALDIS, 2013;
WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017).

Na fase G1 ocorre o crescimento da célula, inicia-se a transcricdo de genes
envolvidos no controle do ciclo, bem como a sintese de diversas proteinas que serao
necessérias para a duplicacdo do DNA, que ocorre durante a fase S. Um dos pontos
de checagem esta presente entre as fases G1 e S, em que a transi¢cdo sO ocorre caso
nao sejam detectados danos no material genético da célula e se a célula estiver com
o tamanho adequado (VISCONTI; DELLA MONICA; GRIECO, 2016).

Apos a duplicacéo do DNA durante a fase S se inicia a fase G2, na qual a célula
completa o seu crescimento e se prepara para a divisdo. Do mesmo modo, caso
ocorram problemas na concluséo da duplicacdo do DNA, a célula se mantera no ponto
de verificagdo em G2/M para iniciar processos de reparo do DNA ou mesmo de morte
celular, caso o dano encontrado ndo possa ser resolvido. Em situa¢cdes onde ocorre a
permanéncia do dano ao DNA, podem surgir varias doencas, como € o caso do cancer
(MATSON; COOK, 2017; OTTO; SICINSKI, 2017).

Os componentes centrais do sistema de controle do ciclo celular s&o os
membros da familia de cinases dependentes de ciclinas (CDKs - Cyclin-Dependent
Kinases), que se acoplam a proteinas reguladoras correspondentes, chamadas de
ciclinas, em sua forma ativa, que tém sua atividade de cinase regulada pela ligacao
as diferentes ciclinas (LIM; KALDIS, 2013).

As ciclinas e as CDKs podem ser de diferentes tipos, tendo como principais
representantes as ciclinas A, B, D e E, que formam muitos complexos com as CDKs,
tais como CDK1, CDK2, CDK4 e CDK®6. Os niveis do complexo ciclina-CDK podem
variar nas diferentes fases do ciclo, que enviam sinais para diversas moléculas que
irdo guiar o processo de crescimento e divisdo celular (WIMAN; ZHIVOTOVSKY,
2017). As CDKs séo cinases de serina/treonina que apresentam uma subunidade de
cinase catalitica e uma subunidade reguladora capaz de formar diferentes complexos
com as ciclinas, que levam a mudancas ciclicas na fosforilagédo de diferentes proteinas
intracelulares responsaveis por iniciar ou regular eventos primordiais do ciclo celular,
isto porque a producao de ciclinas ndo € constante ao longo do ciclo (MATSON;
COOK, 2017; ZHOU et al., 2016).
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Pelo fato de os complexos ciclina-CDKs serem essenciais para a progressao
do ciclo celular, para que ocorra a conclusdo do ciclo é preciso que se tenha a
inativacdo desses complexos, que sdo degradados no interior da célula, impedindo
que se inicie um novo ciclo. Esta degradagédo ocorre entre a metafase e a anéafase,
realizada pelo complexo promotor da anafase (APC/C), que catalisa a ubiquitinacao e
a degradacao proteolitica de proteinas especificas (DE BOER; GUERRERO LLOBET;
VAN VUGT, 2016; WASCH; ROBBINS; CROSS, 2010). Ainda, em condicGes
desfavoraveis para a proliferacdo celular, pode ocorrer a interrup¢do do ciclo pela
atividade dos inibidores de CDK (CDKIs), como p21, p27, pl9, entre outros, que
inibbem a atividade de cinase dos complexos ciclina-CDKs (Figura 2) (OTTO;
SICINSKI, 2017).

As proteinas E2F constituem uma conservada familia de fatores de transcrigéo,
que estimulam a producéo de proteinas necessarias para que o ciclo celular progrida.
Este fator é inibido por sua ligacdo a proteina Rb, que atua impedindo a passagem
para a fase S do ciclo. Ocorrendo a fosforilacdo da pRb, o E2F ser& liberado para
mediar a expresséo génica (Figura 2). Alteragcdes no gene Rb provocam a constante
ativacdo de E2F e consequentemente a proliferacéo celular excessiva (JOHNSON et
al., 2016).

Em resposta a danos no genoma, a célula ainda utiliza proteinas especificas,
tais como a p53 (CHEN, 2016) e Chkl e Chk2 (Checkpoint kinase), que fazem a
checagem do material genético da célula, impedindo a progressao do ciclo celular de
células que ndo apresentam integridade do DNA (VISCONTI; DELLA MONICA,;
GRIECO, 2016).
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Figura 2. Regulagéo do ciclo celular

Estimulo de crescimento

mitogénico
(o) - Cdki:
!f \Gv(/)h ' p15, p16, p19,
L-_,.,\,\& ' p21, p27, p57
{ CDK 4/6
G2 / @
| E2F |
I CDK 2 0

Transcricao

y

E2F/DP

Ciclina E/A, TK, alvos, ...

Fonte: Adaptado de Aguilar; Fajas, 2010.

Legenda: As vias de transducéo de sinal induzidas por estimulo mitogénico ativam o complexo ciclina
D-CDK 4/6 no inicio da fase G1. A ativacdo desses complexos leva fosforilagdo da pRb, que libera o
fator de transcricdo E2F, que permite a expresséo de ciclinas do tipo E/A, necessarias para a transicao
G1/S. Ciclina A-CDK 2 sao ativadas durante o ciclo celular para conduzir a transi¢do da fase S para a
fase G2, e, por fim, o complexo Ciclina B-CDK 1 guia a transicdo da fase G2 para a mitose. As atividades
e fun¢Bes dos complexos ciclina/CDK s&o reguladas pelos CDKIs (inibidores de CDK), em condi¢des

normais ou extremas, como estresse, danos ao DNA e outros.

A p53 é responsavel por regular diversos processos que controlam a fidelidade
do genoma frente a danos ou alteragcdes cromossOmicas, ativacdo de oncogenes e
em resposta a muitas outras condi¢des de estresse, ativando genes que levam a
parada no ciclo celular e apoptose. Quando danos no material genético séo
identificados ainda no periodo G1, os niveis de p53 se elevam, que media a ativacéo
transcricional de p21, um inibidor de CDK, impedindo a progressdo do ciclo
(ROMERO-LAORDEN; CASTRO, 2017; WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017).
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As Chk1 identificam danos que ocorrem durante a replicacdo do DNA na fase
S, que bloqueia a progressao do ciclo, bem como atuam como ponto de checagem da
passagem G2/M, para prevenir que as células com danos entrem em mitose. Por outro
lado, as Chk2 constituem um importante ponto de checagem da fase G1, e sdo
responsaveis por impedir que as células progridam para a fase S caso sejam
encontrados erros no material genético, que apresenta papel predominantemente
supressor de tumor (OTTO; SICINSKI, 2017; ROMERO-LAORDEN; CASTRO, 2017;
VISCONTI; DELLA MONICA; GRIECO, 2016).

Portanto, em células normais, na auséncia de estimulos para a proliferacao
celular, pode ocorrer a permanéncia da inibicdo das CDKs necessarias para a
progressdo do ciclo em G1, que direciona as células a retornar ao estado GO
(MATSON; COOK, 2017). Na maioria dos tecidos, as células se apresentam no estado
GO, que pode ser transitorio (quiescente) ou permanente (senescéncia). As células
quiescentes podem ser ativadas por meio da estimulacdo com fatores mitogénicos e
entrar novamente no ciclo celular (OTTO; SICINSKI, 2017).

No contexto do cancer, a célula tumoral ndo finaliza o ciclo celular com um
retorno a fase GO, passando da fase M novamente para a fase G1, por conta de sua
capacidade de manter a sinalizacdo proliferativa, que exibe potencial replicativo
ilimitado, o que representa a esséncia do crescimento tumoral (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Nas células tumorais, devido a defeitos genéticos e epigenéticos,
podem ocorrer alteracdes na expressdo das CDKs, frequentemente se tornando
superexpressas e/ou hiperativas, que provoca perda de integridade dos pontos de
controle do ciclo celular e, finalmente, resulta em uma proliferacdo celular
descontrolada (ZHOU et al., 2016).

Além dos antineoplasicos bem estabelecidos que atuam no ciclo, tais como os
antimetabolitos e os produtos naturais antimitéticos, outras classes de farmacos que
interferem com o ciclo estdo sendo estudadas. Nessa perspectiva, por exercerem
papel chave na regulacédo da diviséo celular e por normalmente estarem desreguladas
em células tumorais, as CDKs sdo cada vez mais estudadas como alvos para inibicdo
da proliferacéo celular. O palbociclibe, ribociclibe e abemaciclibe s&o o primeiro grupo

de compostos inibidores especificos de CDK 4 e CDK 6 que vém sendo testados na
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clinica, que mostram potencial antitumoral contra cancer de mama (OTTO; SICINSKI,
2017; WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017).

Outro mecanismo que exerce papel fisiolégico imprescindivel € a apoptose, que
consiste em um processo de morte celular programada, sendo necesséria nao
somente para induzir a morte de células anormais, como também é crucial para a
homeostase celular, que exerce acdo primordial em processos fisiologicos e
patolégicos (D’ARCY, 2019; GALIMBERTI; ROTHLIN; GHOSH, 2019).

Durante o processo de apoptose, algumas caracteristicas morfologicas e
bioguimicas marcantes podem ser observadas, como a formacgéo de prolongamentos
na membrana celular (blebs de membrana), com consequente formacdo de corpos
apoptoticos, a fragmentacdo da membrana nuclear, a condensacdo da cromatina e
fragmentacao do DNA em um padréo caracteristico, a despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial, bem como ativacédo de caspases e alteracdes na distribuicdo
de fosfolipideos de membrana (MAJTNEROVA; ROUSAR, 2018; SARASTE; PULKKI,
2000).

A maquinaria intracelular responsavel por coordenar o processo de apoptose é
a familia de proteases chamadas de caspases, as quais séo sintetizadas na célula
como precursores inativos, ou procaspases, ativadas por meio de clivagem
proteolitica (BIRKINSHAW; CZABOTAR, 2017; PISTRITTO et al., 2016). As caspases
podem ser divididas em iniciadoras (caspase-2, -8, -9 e -10), que d&o inicio a cascata
proteolitica, que ativam mais procaspases, e executoras (caspase-3, -6 e -7), ativadas
pelas caspases iniciadoras e exercem papel fundamental na execugcéo da apoptose,
como na ativacdo das endonucleases responsaveis pela fragmentacdo do material
genético da célula (IORGA; DARA; KAPLOWITZ, 2017; PROKHOROVA et al., 2018).

A caspase-3 € a maior mediadora do processo apoptotico, pois € capaz de
inativar proteinas cruciais para a manutencao da integridade do citoesqueleto celular,
do reparo do DNA e do controle do ciclo celular (CHOUDHARY; AL-HARBI,
ALMASAN, 2014).

No processo de apoptose, o fosfolipideo fosfatidilserina, que normalmente é
localizado exclusivamente na monocamada interna da membrana celular, passa a ser
externalizado, que servem como um marcador que permite o rapido reconhecimento

das células em apoptose por macrofagos, que resulta em fagocitose sem que ocorra
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extravasamento de componentes celulares pro-inflamatoérios, uma vez que néo ocorre
ruptura de membrana (GALIMBERTI; ROTHLIN; GHOSH, 2019). Um importante
marcador utilizado na deteccao da fosfatidilserina extracelular é a Anexina V, que se
liga especificamente a esse fosfolipideo na presenca de Ca?* (MAJTNEROVA;
ROUSAR, 2018).

Duas vias de sinalizacédo sao conhecidas no processo de apoptose, chamadas
de via extrinseca — que consiste na ligacédo de proteinas de sinalizacao extracelular
com receptores de morte da célula que sofrera apoptose — e via intrinseca — inducao
de morte por mecanismos intracelulares em resposta a injlrias ou outros estresses
(TOMPKINS; THORBURN, 2019; VAKIFAHMETOGLU-NORBERG; OUCHIDA;
NORBERG, 2017).

Na via extrinseca, proteinas transmembranares com dominios de ligacao
externos e internos, sédo ativadas. A familia de receptores de morte inclui o TNF-R1
(receptor do fator de necrose tumoral), o TRAIL (ligante indutor de apoptose
relacionada ao TNF) e o Fas (também conhecido como CD95 e APO1) (ICHIM; TAIT,
2016; TAIT; GREEN, 2010). Quando ativados, os dominios intracelulares dos
receptores de morte recrutam proteinas que apresentam dominios de morte, como a
proteina com dominio de morte associada ao TNF-1 (TRADD) e proteina com dominio
de morte associada a Fas (FADD), responsaveis pelo recrutamento de caspases
iniciadoras, que formam o complexo de sinalizac&o indutor de morte (DISC). A partir
disso, ocorre a ativacao de procaspases executoras, principalmente caspases-3 e -7,
culminando na rapida morte celular (MUKHOPADHYAY et al., 2014; PISTRITTO et
al., 2016; POBEZINSKAYA; LIU, 2012).

O principal mediador da via intrinseca € a mitocondria, uma vez que esta libera
fatores apoptéticos em resposta a diferentes processos, como danos ao DNA,
estresse oxidativo, hipdxia, aumento de Ca?* intracelular, entre outros, que estimulam
a abertura da membrana mitocondrial externa (BIRKINSHAW; CZABOTAR, 2017,
MARCHI et al., 2018; NEGRONI; CUCCHIARA; STRONATI, 2015).

Um dos principais fatores apoptoticos liberados pela mitocéndria, que tem papel
crucial na via intrinseca da apoptose, € o citocromo ¢ (BURKE, 2017). Quando
presente no citoplasma da célula, essa proteina se liga a proteina adaptadora de

ativacdo da procaspase, o APAF1 (fator de ativagcdo de protease associada a
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apoptose 1), que inicia a formacdo do apoptossomo, um complexo proteico
responsavel pelo recrutamento e ativacdo da procaspase-9. Quando ativa, a caspase-
9 ird promover a ativacao das caspases efetoras (-3 e -7), que desencadeia a morte
celular (Figura 3) (HINZ; LAGARES, 2020; JIANG; WANG, 2004; TAN et al., 2018).

Além do citocromo c, as proteinas apoptéticas SMAC/DIABLO e a OMI/ HTRA2
sao responsaveis por blogqueiar a atividade de inibidores de proteinas da apoptose
ligadas ao cromossomo X (XIAPs) (Figura 3) (ROOS; THOMAS; KAINA, 2016; TAIT,;
GREEN, 2010). Quando a célula ja esta em processo de morte, ocorre a liberacdo das
proteinas proapoptéticas como o fator indutor de apoptose (AIF), a endonuclease G,
e a DNAse ativada por caspase (CAD), que estéo relacionadas com processos de
fragmentacdo de DNA e condensacdo da cromatina (BAJT et al., 2006;
MAJTNEROVA; ROUSAR, 2018; PROKHOROVA et al., 2018).

A via intrinseca da apoptose € altamente regulada para garantir que as células
entrem em processo de morte celular programada apenas quando for necessario. A
principal classe de reguladores da apoptose é a familia de proteinas Bcl-2,
responsaveis por controlar a permeabilidade da membrana mitocondrial (Figura 3)
(BIRKINSHAW; CZABOTAR, 2017). Algumas proteinas Bcl-2 s&o pré-apoptoticas,
como Bax, Bak, Bad, Bid, Bim, Noxa e PUMA, responsaveis por estimular a apoptose
pela liberacdo do citocromo c e outros fatores pro-apoptoticos, enquanto outras sao
antiapoptoticas, como Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1, Al, Bcl-B, Bcl-w, que blogqueiam a
apoptose por inibir essa liberacdo. O balanco entre a atividade dessas duas classes é
crucial para a ocorréncia ou nao da apoptose (KALKAVAN; GREEN, 2018; NAGATA;
TANAKA, 2017; PIHAN; CARRERAS-SUREDA; HETZ, 2017).
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Figura 3. Vias de ativacao da apoptose Ligantes
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Fonte: Adaptado de Tait; Green, 2010.

Legenda: a: Estimulos apopt6ticos intrinsecos ativam vias que levam a permeabilizagdo da membrana
externa mitocondrial e a liberacdo do citocromo c, que se liga ao APAF1, induz a formagédo do
apoptossomo, além de recrutar e ativar a caspase 9. Esta ativa as caspases executoras (caspase -3 e
-7), que inicia a apoptose. b: A via apoptética extrinseca € iniciada pela ligacdo dos receptores da morte
com seus ligantes cognatos, que leva ao recrutamento de moléculas adaptadoras (como FADD) e, em
seguida, a caspase 8, para resultar em sua dimerizacdo e ativacdo, que permite a ativacdo das

caspases -3 e -7, para provocar a apoptose.


http://teachmephysiology.com/basics/cell-growth-death/apoptosis/
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A inducéo da apoptose € o tipo mais comum de mecanismo de morte induzido
por radioterapias (FABBRIZI et al., 2018) e quimioterapias (WANG et al., 2018b).
Dessa maneira, muitos farmacos favorecem esse tipo de morte celular por provocar
danos ao DNA, altera¢cdes nos microtibulos, ou atuar em alvos especificos da
apoptose, como a inibicdo de membros antiapoptéticos da familia Bcl-2 e a inibicdo
de caspases (CHEN et al., 2008; FAUZEE; DONG; WANG, 2011; GOLDAR et al.,
2015; KACZANOWSKI, 2016).

2.3 Angiogénese e microambiente tumoral

Um dos processos imprescindiveis para que ocorra a proliferacdo e o
desenvolvimento das células nos tecidos é o adequado fornecimento de nutrientes e
oxigénio para o seu metabolismo, assim como a liberacdo de residuos e CO2. A
angiogénese envolve uma cascata de eventos que descrevem 0 processo normal e
vital no crescimento e desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes, primordial para o desenvolvimento de novos érgédos, na cicatrizacdo e
no ciclo reprodutivo feminino, bem como em muitas condi¢cfes patoldgicas, como
processos inflamatérios, infeccbes e algumas doencas (FLEGG et al.,, 2020;
GACCHE; MESHRAM, 2013).

Diferentemente da angiogénese fisioldgica, que é um processo controlado e
ordenado, a angiogénese patoldgica é desordenada, leva a formacdo de vasos
tortuosos, irregulares, mal ramificados e altamente permeaveis, que apresenta-se
como caracteristica de muitas doencas, como o cancer (FUS; GORNICKA, 2016; MUZ
et al., 2015).

O processo de angiogénese ocorre por meio de um balanco entre a producao
de moléculas pré-angiogénicas e antiangiogénicas liberadas pelas células tumorais e
por outras células presentes no estroma do tumor (Figura 4). Dentre as moléculas que
atuam como pré-angiogénicas estdo o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF); o fator de crescimento de fibroblastos (FGF); o fator de crescimento derivado
de plaqueta (PDGF); o fator de crescimento epidérmico (EGF); o fator de crescimento
transformante (TGF); a angiopoietina-2 (Ang-2); as metaloproteinases da matriz

(MMPs); além de outros fatores de crescimento derivados de plaguetas, como a
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prostaglandina e a heparina. A liberacdo destes fatores pelas células tumorais para
os tecidos circundantes ativa determinados genes que estimulam o crescimento de
novos vasos sanguineos (LUGANO; RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2019;
MARCOLA; RODRIGUES, 2015; YADAV et al., 2015).

Os fatores pro-angiogénicos podem ser inibidos por varios antiangiogénicos
enddgenos, como os interferons (INF a/B/y), interleucinas (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-10, IL-
12), inibidor tecidual das metaloproteinases (Timp), angiostatina e endostatina
(STRATIGOS et al., 2016; YADAV et al., 2015).

Dentre os fatores pro-angiogénicos, um dos mais importantes € o VEGF, que é
um poderoso indutor da angiogénese, visto que a sua ligacdo ao receptor tirosina
cinase (VEGFR) estimula o crescimento e proliferacdo das células endoteliais, inibicdo
da apoptose, bem como regula a permeabilidade vascular e a diminuicdo da
expressdo de fatores antiangiogénicos, como a angiostatina (MELINCOVICI et al.,
2018; YADAV et al., 2015).

Figura 3. Angiogénese tumoral
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Fonte: Adaptado de Giuliano; Pagés, 2013.

Legenda: Nos tecidos normais, ocorre um equilibrio entre a acdo dos fatores pr6-angiogénicos e
antiangiogénicos. Esse equilibrio é quebrado em condi¢Bes patol6gicas, como o cancer, principalmente
devido ao aumento dos fatores pré-angiogénicos, como acontece em tumores com vasculatura

anormal.
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A angiogénese ocorre por uma série de etapas, que se inicia com a liberagédo
de fatores pro-angiogénicos, que promove a degradacdo da membrana basal e da
matriz extracelular dos capilares, pela acdo de proteases liberadas pelo endotélio,
seguida da migracdo e proliferacdo dessas ceélulas pela matriz extracelular. Na
sequéncia, se inicia o brotamento capilar e desenvolvimento da lamina basal em
direcéo ao estimulo angiogénico, que expressa moléculas de adesédo celular para a
formacao de contatos entre as células, para que ocorra a reconstituicdo da membrana
basal e o estabelecimento do fluxo sanguineo (BERRETTA et al., 2016; TREPS;
GAVARD, 2015; VIALLARD; LARRIVEE, 2017).

No processo de formacéo do cancer, depois que o tumor atinge cercade 2 a 3
mm ele induz o processo de angiogénese para que a massa tumoral possa continuar
a crescer, bem como favorecer o aparecimento de uma via que possibilita o
surgimento de metastase (AGUILAR-CAZARES et al., 2019; YADAV et al., 2015).
Para que a angiogénese ocorra, as células tumorais e do estroma do tumor
(macréfagos, mastoécitos, células endoteliais, fibroblastos, pericitos, células do sistema
imune, entre outras) irdo promover o desequilibrio dos fatores pré-angiogénicos e
antiangiogénicos, com predominancia de fatores ativadores da angiogénese, que
favorece um estimulo continuo ao aparecimento de novos vasos (CASTANEDA-GILL;
VISHWANATHA, 2016; HANAHAN; WEINBERG, 2011; LOIZZI et al., 2017; YADAV
et al., 2015).

E notério que a angiogénese € considerada um evento critico para o
desenvolvimento do céancer, a terapia antiangiogénica se apresenta como uma
alternativa para inibir o crescimento e a metastase tumoral. Contudo, quando utilizada
como monoterapia ela exibe efeito citostatico, sendo eficaz em combinacdo com a
quimioterapia citotoxica (RIECHELMANN; GROTHEY, 2017; VIALLARD; LARRIVEE,
2017; YADAV et al., 2015). Esta eficacia se deve ao fato de terapias antiangiogénicas
promoverem a “normalizagdo” de vasos tumorais anormais, que reduz a presséo do
fluido intersticial e facilita a penetragéo da droga (STURROCK et al., 2018).

O efeito citostatico exibido pela utilizacdo de farmacos antiangiogénicos se
deve aos diferentes mecanismos de resisténcia apresentados pelas células tumorais,
como inducdo de vias alternativas para a angiogénese e pela pressdo seletiva da

hipoxia (envolve a estimulagéo de fatores pré-angiogénicos alternativos, indugéo de
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autofagia ou dorméncia das células tumorais, recrutamento de células derivadas da
medula 6ssea — BMDCs, e a selecéo de células tumorais capazes de sobreviver em
ambiente hostil — Cancer Stem-like Cells) (GIULIANO; PAGES, 2013; LUGANO;
RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2019).

Desse modo, um dos principais desafios € buscar farmacos que atuem nao
somente na angiogénese, mas em vias que bloqueiam a proliferacdo celular e
diferentes processos favoraveis ao desenvolvimento do tumor. Atualmente, os
farmacos sunitinibe e sorafenibe séo utilizados na clinica para casos de cancer de
células renais metastatico e de carcinoma hepatocelular, os quais tém como
mecanismo de acéo a inibicdo de diferentes proteinas tirosinocinases, pela ligacao
competitiva ao sitio de ligacdo ao ATP, que bloqueiam processos de angiogénese,
invasdo e metastase, como também vias que levam a proliferacéo e sobrevivéncia da
célula tumoral (SIMONE et al., 2017; STRATIGOS et al., 2016).

O anticorpo monoclonal bevacizumab também é utilizado na clinica, em
associacdo com quimioterapia citotdxica, para casos de canceres de pulméao,
colorretal e mama (BERRETTA et al., 2016; GHERMAN et al., 2017).

Ainda em relac&o ao desenvolvimento tumoral, sabe-se que, para que o tumor
se estabeleca em um determinado local, ele necessita escapar da defesa imune do
organismo, uma vez que o sistema imune € responsavel por reconhecer e destruir
células transformadas antes que se transformem em tumores (ENDERLING; HLATKY;
HAHNFELDT, 2012; RIBEIRO FRANCO et al., 2020).

A resposta imune antitumoral envolve mecanismos de defesa inata e
adaptativa, um processo chamado de teoria da imunoedicdo tumoral (Figura 5)
(ABBOTT; USTOYEV, 2019), o qual esta dividido em trés fases: a primeira é chamada
de eliminacéo, a qual envolve a participacdo principalmente de células da imunidade
inata (como células Natural Killer e macréfagos), que irdo fazer o reconhecimento de
antigenos tumorais, que buscam eliminar as células do tumor muito antes de serem
detectadas clinicamente (EFREMOVA et al.,, 2018; MALMBERG et al., 2017,
NICHOLSON; KEATING; BELZ, 2017).

No entanto, se este tumor nédo for eliminado, ocorrera a segunda fase, chamada
de equilibrio, que envolve principalmente células da imunidade adaptativa (linfécitos

T e B) para combater o tumor (Figura 5). Nesta fase, o aparecimento de células menos
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imunogénicas, que dificilmente sdo reconhecidas pelo sistema imunoldgico, irdo tornar
as células tumorais resistentes aos mecanismos antitumorais e induzir o aparecimento
de um microambiente imunossupressor (macrofagos M2 e linfocitos Treg), que
permite a fuga do controle imunoldgico e inicio da terceira fase, a evasdo, em que 0
sistema imune deixa de combater o tumor e passa a favorecer o seu crescimento, em
gue ocorre o0 estabelecimento do cancer (Figura 5) (BHATIA; KUMAR, 2016; O’
REILLY et al., 2016; OSTROUMOV; FEKETE; MICHAEL, 2017; PASSARELLI et al.,
2017; SISTIGU et al., 2017).

Figura 4. Imunoedicéo tumoral
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Fonte: Adaptado de Yarchoan et al., 2017.

Legenda: Durante a tumorigénese, as células adquirem alteragcdes genéticas que resultam na
apresentacéo de neoantigenos, que sao reconhecidos especialmente pelas células da imunidade inata.
As células tumorais que sobrevivem a fase inicial de eliminagdo entram em uma fase de equilibrio, na
qual células menos imunogénicas e mais resistentes aos mecanismos antitumorais sobrevivem e
estabelecem um microambiente imunossupressor. Nesse ponto, as células tumorais come¢am a

"escapar" do sistema imunoldgico, para formar um tumor clinicamente evidente.

As células tumorais podem favorecer o recrutamento de diferentes células a
partir da secrecéo de citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e outros mediadores
para recrutar células do sistema imunolégico, que buscam contribuir para o

desenvolvimento tumoral por modificar o microambiente em que se encontram
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(WEINSTEIN; STORKUS, 2015). Desse modo, ocorre a presenca de diversas células
efetoras do sistema imune, como células da imunidade inata, como macréfagos,
células dendriticas (DC), Natural Killer (NK), mastdcitos, e células da imunidade
adaptativa, como células T CD8", células T CD4*, células T reguladoras (Treg), células
B, entre outros tipos, que irdo favorecer além da proliferagéo, a tolerdncia imune ao
tumor (FRIDMAN et al., 2017; LIU et al., 2016; SOLIS-MARTINEZ et al., 2015).

Diversos elementos constituem o estroma de um microambiente tumoral, como
fibroblastos, miofibroblastos, células neuroenddcrinas, células adiposas, células
imunes e inflamatérias, redes vasculares (sanguineas e linfaticas), e a matriz
extracelular (CHEN et al., 2015a). As células do estroma tumoral e componentes néo
celulares como citocinas, proteinas da matriz extracelular e outros mediadores
também contribuem em diversas maneiras para o desenvolvimento do tumor, pois sdo
capazes de modular o microambiente em que o tumor se encontra, que beneficia o
seu desenvolvimento (CRUSZ; BALKWILL, 2015; SISTIGU et al., 2017; WEINSTEIN;
STORKUS, 2015). Por conta disso, diversas células e mediadores inflamatorios tem
0 seu papel estudado, para buscar o melhor entendimento da biologia do tumor, bem
como a identificacdo de alvos para terapia antineoplasica.

Dentre as células que tém importante papel na inflamac¢éo associada ao cancer
estdo os macréfagos associados ao tumor (TAM). Os macrofagos podem ser
polarizados para dois tipos principais, macréfagos de perfil M1 e de perfil M2 (SAWA-
WEJKSZA; KANDEFER-SZERSZEN, 2018). Os macréfagos M1 sdo produzidos em
respostas do tipo Thl, ou seja, produzem citocinas pro-inflamatérias como IL-12, IL-
23, IFN-y e TNF-a. Por outro lado, os macréfagos M2 participam de respostas do tipo
Th2, que produzem IL-4, IL-10, IL-6, IL-13, prostaglandinas, além do VEGF,
apresentando-se como um perfil que leva a progressao tumoral e angiogénese
(MURRAY et al., 2014; PETTY; YANG, 2017; SOLIS-MARTINEZ et al., 2015).

As citocinas sao peptideos que podem ser produzidos por diferentes células,
sendo secretadas de maneira controlada em resposta a estimulos especificos,
capazes de modificar a resposta biolégica (HOLDSWORTH; GAN, 2015). No
microambiente tumoral, as citocinas podem atuar como fatores de crescimento ou
modulando o sistema imune para impedir a destruicdo das células tumorais. Com

respeito a sua origem, as citocinas podem ser classificadas em pré e anti-
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inflamatorias, de acordo com o tipo celular que as produz. Os linfécitos T CD4*
produzem trés subtipos distintos de células, as do tipo Thl, Th2 e Thl7, as quais
apresentam um perfil de citocinas caracteristico (FRIDMAN et al., 2017; YAO et al.,
2016).

No perfil Thl s&o produzidas principalmente citocinas pro-inflamatérias, como
as IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, além do TNF-a e INFy (interferon y), responséaveis por
desencadear a ativacao de células, como macrofagos, que irdo promover a destruicao
por meio de fagocitose e ativacdo do sistema complemento, sendo este perfil
responsavel, muitas vezes, por destruir as células tumorais (LISSONI, 2016; XU,
2014).

Entre as citocinas de perfil Thl, a IL-12 € produzida por fagdcitos ativados e
células dendriticas, sendo primordial para a transicdo da imunidade inata para a
adaptativa, que impulsiona a diferenciacdo de células T auxiliares em células Thl,
além de aumentar a atividade citotoxica de células NK e células T CD8+, para
proporcionar importantes respostas antitumorais (SAITO et al., 2015; STRAUSS et al.,
2019). Esta citocina € conhecida por sua funcdo na inibicao da angiogénese tumoral
(LU, 2017; ZHOU et al., 2019). Na resposta imune antitumoral, a IL-12 é responsavel
por estimular linfécitos a produzir IFN-y, sendo este um grande mediador dos efeitos
produzidos pela IL-12, que inclui seus efeitos antiangiogénicos, o qual pode atuar
diretamente nos vasos tumorais ou indiretamente por meio da supressdao da
expressdo do VEGFR (SORENSEN et al., 2010; ZUNDLER; NEURATH, 2015). A IL-
12 também pode inibir a angiogénese tumoral por meio da diminui¢éo da liberacéo de
VEGF e metaloproteinase 9, importante para a acdo antitumoral (LU, 2017; TUGUES
et al., 2015).

Incluida na familia de citocinas IL-1, a citocina IL-1B é secretada principalmente
por macréfagos e células dendriticas em sua forma imatura, a qual é ativada pela
caspase-1, para gerar a sua forma biologicamente ativa (MAN et al., 2017). Esta
citocina pode desempenhar papel dual na progressao do cancer, visto que é relatado
a sua acao pro-tumoral, por ativar células endoteliais a produzir fatores proé-
angiogénicos (como o VEGF), que favorece o crescimento, angiogénese e metastase
(BAKER; HOUSTON; BRINT, 2019). Por outro lado, podem ser ativadas pela

caspase-1 em resposta ao reconhecimento de PAMPs (Padroes moleculares
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associados a patdgenos) ou DAMPs (Danos moleculares associados a patdgenos),
para iniciar respostas inflamatérias antitumorais, como a ativacdo de macréfagos de
perfii M1 (MATAMOROS et al.,, 2019), ou ainda induzir a apoptose das células
tumorais pela via intrinseca, por sua capacidade de induzir dano as mitocéndrias, com
consequente liberagéao de citocromo ¢ (CHAUHAN et al., 2018; SHEN et al., 2017).

TNF-a € um membro da superfamilia TNF, produzida por macréfagos,
neutrofilos, células NK, linfécitos T CD4*, entre outras (SAITO et al., 2015), e
apresenta diferentes fungcbes no cancer, com capacidade de estimular a
sobrevivéncia, proliferacdo, angiogénese e metastase (WATERS; POBER;
BRADLEY, 2013). Todavia, esta citocina também desempenha importante papel na
inducdo de apoptose de células tumorais, pois se liga ao TNFR, que inicia cascatas
de sinalizagédo intracelulares que culminam na ativacéo de vias apoptoticas (AMBER
et al., 2015; ZHENG et al., 2017). O TNF-a também é capaz de ativar macrofagos de
perfil M1 e células NK, e atrair neutréfilos e mondcitos para o local da resposta imune
antitumoral, além de induzir o colapapso da microvasculatura tumoral (JOSEPHS et
al., 2018). Adicionalmente, foi relatado o papel do TNF-a em promover a senescéncia
da célula tumoral, por aumentar a expressao das proteinas p16 e pl19 (inibidoras do
ciclo celular), com consequente parada do ciclo na fase G1/GO, para impedir a
progresséo tumoral (BRAUMULLER et al., 2013).

As citocinas de perfil Th2 séo principalmente anti-inflamatérias, como IL-3, IL-
4, IL-5, IL-10 e IL-13, responsaveis por ativar células B para produzirem anticorpos
contra determinados antigenos extracelulares, como também inibir a ativacdo de uma
resposta Thl, que se torna uma resposta hormalmente favoravel ao desenvolvimento
do tumor (COUSSENS; ZITVOGEL; PALUCKA, 2013; KUMAR; VOHRA,
MAHINDROO, 2017).

Dentre as citocinas de perfil Th2, a IL-4 é uma das mais importantes, que pode
ser produzida por macrofagos, células dendriticas, mastdcitos, células NK, basdfilos
e eosindfilos, sendo essencial para a polarizacdo de linfocitos T auxiliares para um
perfil Th2 (SAITO et al., 2015; SUZUKI et al., 2015). Por conta disso, 0 aumento nos
niveis desta citocina € comumente encontrado em muitos tipos de cancer, que atua
como uma citocina promotora do tumor por inibir a apoptose de células tumorais
(CHEN et al., 2019; LI et al.,, 2008). Nessa perspectiva, 0 bloqueio de IL-4 pode
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melhorar a eficacia de terapias contra o cancer (ITO et al.,, 2017; SHIROTA et al.,
2017). Todavia, estudos recentes mostram que esta citocina pode apresentar acao
incerta na imunidade tumoral, pois pode apresentar respostas imunes antitumorais,
juntamente com IL-183, IFN-a e IFN-y (GREEN et al., 2019; XUE et al., 2019).

O perfil Th17 tem como marca a producédo da IL-17, a qual apresenta um papel
complexo na biologia do tumor, pois pode apresentar papel pré-tumoral (qQue influencia
nos processos de tumorigénese, angiogénese e metastase), bem como pode atuar na
imunidade antitumoral, contudo, o papel do Th17 no cancer ainda precisa ser melhor
investigado (SONG; YANG, 2017).

As guimiocinas sdo uma grande familia de pequenas citocinas que controlam a
migracao e a permanéncia das células imunes. Desse modo, quimiocinas como CCL2,
CCL5, CXCL1 e CXCL12 constituem fatores que promovem 0 recrutamento de
diferentes células imunes, a fim de contribuir com a progresséao do tumor (RIBEIRO
FRANCO et al., 2020; YAO et al., 2016).

Nesse contexto, diferentes terapias sdo produzidas na busca da manipulacéo
do sistema imunolégico para promover uma resposta antitumoral eficaz
(KOTTSCHADE, 2019). Entre essas esta a utilizagdo de inibidores da checagem
imunoldgica, visto que a interacao de determinados receptores da célula tumoral com
a célula T inibem a sua acao citotoxica e favorece o desenvolvimento do tumor. Como
exemplos estdo os mADbs inibidores de PD-1 (Pembrolizumab e Nivolumab), os mAbs
inibidores de PD-L1 (Atezolizumab, Avelumab e Durvalumab) e os mAbs inibidores de
CTLA-4 (Tremelimumab, Ipilimumab), que impedem a interacdo destes receptores
com aqueles presentes na célula T, para permitir sua acao citotéxica (CHOI et al.,
2018; KATZ; ALSHAREDI, 2018; TOLBA; OMAR, 2018).

2.4 Estresse oxidativo e o cancer

O estresse oxidativo € como se denomina a condicdo de excesso de radicais
livres dentro da célula. Radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativas,
como as espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), oxido nitrico (NO), entre outras (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018).

Normalmente, o estresse oxidativo esta relacionado a processos patolégicos, como
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processos inflamatorios, doencas cardiovasculares, neurodegeneracdo e cancer
(FORRESTER et al., 2018; KUMARI et al., 2018; POPRAC et al., 2017), pois as EROs,
que incluem o peroxido de hidrogénio (H202), o anion superoxido (O2"), radial hidroxila
(-OH), atuam como segundos mensageiros na sinalizagcdo de diversos processos
celulares, que causam, por exemplo, danos a biomoléculas (DNA, lipideos e
proteinas) e peroxidacao lipidica (KUMARI et al., 2018; PRASAD; SRIVASTAVA,
2020). Nas células, as mitocondrias contribuem com o maximo de geracédo de EROs,
pois produzem o &anion superoxido por reagirem com 0O Oxigénio no processo de
producdo do ATP (PISOSCHI; POP, 2015).

No contexto do cancer, as EROs apresentam papel dual, pois a elevagcao das
EROs a um nivel toxico é responsavel por ativar vias de sinalizacdo que causa a
mortalidade das células tumorais, uma vez que provoca muitos danos ao material
genético e induz a apoptose. Diferentes tratamentos quimioterapicos apresentam em
seu efeito citotoxico o aumento de EROs, como é o caso da doxorrubicina e da
cisplatina (DAVALLI et al., 2018; WANG et al., 2017b; YANG et al., 2018).

Todavia, as células tumorais aumentam a producao de EROs em comparagao
com as células normais, uma vez que as células tumorais tém um nivel de
metabolismo mais alto que as células normais para manter o aumento da proliferacéo
(YANG et al., 2018). Os elevados niveis de EROs causam instabilidade genética, bem
como atuam como moléculas sinalizadoras envolvidas nos processos de
angiogénese, metastase, resisténcia a apoptose, que contribuem para o processo de
carcinogénese (KUMARI et al., 2018; MOLONEY; COTTER, 2018).

Estudos mostram que EROs podem estar envolvidas em todas as etapas da
carcinogénese. Por serem uma moléculas altamente mutagénicas, podem estimular o
processo de iniciagdo do cancer (VAN HOUTEN; SANTA-GONZALEZ; CAMARGO,
2018). Apos a expansao das células iniciadas, que caracteriza a fase de promocao,
as EROs sao responséveis por regular diferentes vias de sinalizagdo, como a ativacao
das vias MAPK, PI3K/Akt (CHIO; TUVESON, 2017), regular negativamente a proteina
supressora de tumor PTEN (MOLONEY; COTTER, 2018) e a ativacdo do NF-kB
(GALADARI et al.,, 2017), entre outras, que promovem a proliferacdo celular e
sobrevivéncia das células tumorais. Ainda, EROs também contribuem para a fase de

progressédo tumoral, que desempenha papel imprescindivel na inducdo de metastase
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por promover a angiogénese, inibir proteinas de adesé&o celular e ativar as MMPs, que
potencializa a progressao do tumor (BABU; TAY, 2019; SAHA et al., 2017).

Para proteger dos danos provocados pelos radicais livres, a célula dispbe de
sistemas antioxidantes que podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos, que buscam
reduzir o estresse oxidativo, danos ao DNA, e outros danos celulares (DAVALLI et al.,
2018). Os antioxidantes enzimaticos apresentam capacidade de decompor os radicais
livres em moléculas estaveis e menos prejudiciais, como as enzimas catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). As vitaminas (como A, C
e E), minerais (como selénio e zinco) e metabdlitos como o acido Urico, a bilirrubina e
a melatonina sao importantes exemplos de antioxidantes ndo enzimaticos (HE et al.,
2017; KUMARI et al., 2018; PISOSCHI; POP, 2015).

Portanto, o uso de terapias antioxidantes é ser uma alternativa interessante,
pois a diminuicdo de EROs para os niveis normais irdo diminuir a sinalizacdo
relacionada aos processos de sobrevivéncia do tumor, que reduz a tumorigénese e
progressao tumoral mediada por EROs (GALADARI et al., 2017; MU; LIU, 2017).

2.5 Farmacoterapia do cancer

No gue se refere ao tratamento do cancer, variadas abordagens podem ser
utilizadas e, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a escolha do
tratamento deve ser feita de maneira cuidadosa, de acordo com o tipo de tumor e o
estado em que se encontra, que abrange trés principais modalidades terapéuticas,
gue sdo a cirurgia, a terapia sistémica (quimioterapia) e a radioterapia, embora nem
sempre apresentem resultados clinicos satisfatérios. Outras terapias também vém
sendo utilizadas, como o transplante de medula 6ssea, terapia alvo, imunoterapia,
hormonioterapia, entre outras (MILLER et al., 2016). Em alguns casos € utilizado
apenas um destes tratamentos, mas na maioria ha a necessidade de uma combinacao
de mais de uma destas terapias para apresentar resultados satisfatérios, ainda com a
possibilidade de ndo serem eficazes (MOKHTARI et al., 2017).

A cirurgia é utilizada para promover a remocéo do cancer que esta contido em
uma determinada area. Este procedimento pode ser utilizado como um tratamento

anico, porém, muitas vezes é realizada a combinagdo com outro tipo de tratamento. A
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radioterapia é um tratamento em que se utilizam altas doses de radiacéo a fim de
destruir ou evitar o desenvolvimento do tumor, que também funciona melhor em
tumores localizados (DEA et al., 2017; GILLETTE; GILLETTE, 1995).

A quimioterapia € um método que utiliza farmacos a fim de combater as células
cancerosas. Existe uma variedade de compostos que sao utilizados na quimioterapia
gue exibem diferentes mecanismos de acao e, assim, sdo agrupados em diferentes
classes, basicamente, os agentes alquilantes, os antimetabdlitos e os produtos
naturais (HARTNER, 2018).

Os agentes alquilantes s&o divididos em vérias subclasses que, de maneira
geral, podem atuar em diferentes fases do ciclo celular, que impedem a proliferacéo
das células por promover a alquilacdo do DNA, isto €, adicionam grupos alquila em
bases nitrogenadas. Esse processo pode provocar quebras no material genético ou
levar ao mau emparelhamento das bases nitrogenadas e causar mutagcdes, que gera
danos no DNA que poderdo ativar mecanismos de morte celular. Varios farmacos
estdo incluidos nessa classe, como a ciclofosfamida, o bussulfano, a cisplatina e a
dacarbazina (DE ALMEIDA et al., 2005; PUYO; MONTAUDON; POURQUIER, 2014).

Os antimetabdlitos atuam por meio da inibicdo da biossintese dos componentes
do DNA e do RNA ou inibem a sua funcéo, que atuam especificamente na fase S do
ciclo celular. Eles podem se incorporar no material genético da célula ou inibir o
alongamento e fungdo do mesmo, que culmina na ativagdo de morte celular. Como
exemplos estdo o metotrexato (MXT), o 5-fluorouracila (5-FU) e a 6-mercaptopurina
(6-MP) (DE ALMEIDA et al., 2005; TIWARI, 2012).

Em relacéo aos produtos naturais utilizados na quimioterapia do cancer, pode-
se citar diversos farmacos com diferentes mecanismos de acao, dentre estes: 0s
alcaloides da vinca (vimblastina, vincristina), que atuam como antimitoticos por inibir
a polimerizacdo dos microtibulos (MOUDI et al.,, 2013); os taxanos (paclitaxel,
docetaxel), que inibem a despolimerizagdo dos microtubulos, também podem atuar
como antimitéticos (JOERGER, 2016); as podofilotoxinas (etoposida, teniposida), que
atuam por inibir as topoisomerases, que culmina na formacao de superenovelamentos
no DNA, para impedir que ocorra processos de transcricéo e replicacdo (DE ALMEIDA
et al.,, 2005; YU; CHE; XU, 2017); os analogos da camptotecina (irinotecana e

topotecana), apresentam como alvo a enzima nuclear topoisomerase |, que param o
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ciclo na fase S (CHAZIN et al., 2014); e os antibibticos citotdéxicos (doxorrubicina,
idarrubicina), capazes de se intercalar no DNA e impedir sua sintese
(BHATTACHARYA; MUKHERJEE, 2015).

Apesar da grande diversidade de terapias e farmacos utilizados para tratar os
diferentes tipos de cancer, o sucesso dos tratamentos com medicamentos
convencionais tem se mostrado discreto pela toxicidade ndo seletiva exercida por
agentes antineoplasicos classicos, bem como o desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento, que € um fenbmeno bastante observado na terapéutica e constitui um dos
principais problemas encontrados para o tratamento do cancer (MOKHTARI et al.,
2017; SZAKACS et al., 2014).

A eficiéncia do tratamento do cancer ira depender da fase em que se inicia 0
tratamento e de um balanco entre a atividade antineoplasica e a toxicidade com as
células saudaveis do organismo. Pelo fato de que as células cancerosas se originarem
das células saudaveis e, portanto, apresentarem certa semelhanca com as mesmas,
o grande desafio do tratamento com antineoplasicos € a distingdo entre as células
tumorais e saudaveis (BRANDAO et al., 2010).

Uma caracteristica presente nas células tumorais € a sua taxa de crescimento
elevada, que normalmente se apresenta como alvo dos quimioterapicos, porém,
algumas células normais do organismo também se dividem rapidamente e séo
afetadas, o que é responsavel pelos principais efeitos colaterais da quimioterapia,
como nauseas e vOmitos, perda de cabelo e mielossupressdo, associados a
renovacao constante das células do trato gastrointestinal, dos foliculos pilosos e da
medula éssea, respectivamente (ASLAM et al., 2014; IWAMOTO, 2013).

Com o crescente avanc¢o da utilizacdo de técnicas de biologia molecular e o
melhor entendimento da biologia do cancer, algumas estratégias vém sendo utilizadas
para minimizar a toxicidade exercida pelos antineoplasicos em células normais, bem
como aumentar a especificidade para as células tumorais. Dentre estas estratégias
esta a utilizacdo de uma variedade de agentes dirigidos para alvos especificos, 0s
quais normalmente estdo alterados em algum tipo de tumor maligno, o que é
conhecido como terapia alvo (BENEVENTO et al., 2017; MAJIDI et al., 2009).

As terapias dirigidas para alvos especificos tem como instrumentos o0s

anticorpos monoclonais (mAb) e os inibidores de tirosina cinase, que podem ser
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dirigidos a alvos moleculares especificos, que blogueiam diferentes vias de
sinalizacdo (LEITE; CALLADO; RIBEIRO, 2012). Contudo, a utilizacdo de mAb
constitui a maioria das terapias alvo empregadas na clinica (HORTA; GOLDBERG,;
SONDEL, 2016; BELLATI et al., 2011).

Dentre estas terapias, pode-se citar o bevacizumab, um mAb humanizado que
se liga ao Fator de Crescimento de Endotélio Vascular tipo A (VEGF-A), que
bloqueiam a ligacdo e ativacdo de seus receptores na superficie das células
(VEGFRS), para impedir a ativagdo das cascatas de transdugcao do sinal e inibir
processos como a angiogénese, visto que o VEGF constitui o principal fator pro-
angiogénico secretado pelo tumor (GIULIANO; PAGES, 2013; YADAV et al., 2015).
Outro exemplo é o cetuximabe, um mAb quimérico, que se liga especificamente ao
Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR), que impede a ativagdo e
dimerizacdo do receptor, para causar o seu bloqueio e induzir processos de
citotoxicidade celular dependente de anticorpos (HOLUBEC et al.,, 2016), dentre
muitos outros farmacos que constituem anticorpos monoclonais direcionados a alvos
moleculares especificos.

Algumas pequenas moléculas sintéticas, como o gefitinibe e o erlotinibe,
conseguem entrar na célula e inibir especificamente os receptores de tirosina cinase
principalmente por bloquear competitivamente o sitio de ligacdo ao ATP do receptor,
para impedir sua ativacao e, consequentemente, inibir determinadas vias enziméaticas
que podem estar alteradas nas células tumorais (BENEVENTO et al., 2017; NAN et
al., 2017).

A hormonioterapia é um tratamento que busca bloquear, por meio de terapia
anti-hormonal/enddcrina, a acdo de horménios, para evitar que eles estimulem a
proliferacdo de células tumorais. Muitos cénceres sdo caracterizados pela
superexpressdo de receptores hormonais, como receptores de estrégeno e
progesterona (HAQUE; DESAI, 2019; SHIELDS, 2017). Um dos farmacos utilizados
na hormonioterapia é o tamoxifeno, uma droga que atua como antagonista competitivo
do estrogénio, que bloqueia a ligacéo ao seu receptor, para impedir a ativacao da via
de sinalizacdo e, consequentemente, a progressdao do cancer (PLUMMER et al.,
2019).
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Por fim, a imunoterapia do cancer busca induzir o sistema imune a identificar e
eliminar células tumorais, ou manipular componentes do sistema imune para gerar
respostas imunes antitumorais (KOTTSCHADE, 2019). Diferentes estratégias
imunoterapéuticas vém sendo estudadas, como as que tém como alvo os inibidores
de pontos de checagem do sistema imune, a programacao de células T para executar
acao citotdxica contra as células tumorais, e até a producao de vacinas oncoldgicas e
a utilizacéo da Interleucina-2 para modificar as respostas biologicas, a fim de ativar
mecanismos citotdxicos contra o tumor (ABBOTT; USTOYEV, 2019; XU et al., 2019).

Diante do exposto, observa-se que existem diferentes terapias utilizadas para
o tratamento do cancer. Todavia, estas ainda exibem diversos problemas associados
aos casos de resisténcia das células tumorais aos farmacos, bem como a alta
toxicidade e, muitas vezes, baixa seletividade (ASLAM et al., 2014; SZAKACS et al.,
2014). Desse modo, a pesquisa e o desenvolvimento de novas alternativas para o
tratamento desta enfermidade se fazem necessarias, com o objetivo de proporcionar
maior resposta ao tratamento, com menor toxicidade para os individuos expostos, e

com baixo desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais.

2.6 Acridina e seus derivados

As acridinas e seus derivados sdao amplamente estudados como potenciais
agentes terapéuticos para o tratamento de inUmeras doencas, como infeccbes
bacterianas (BOSCH et al., 2019), virais (MAZZUCCO et al., 2015), parasitarias
(SERAFIM et al., 2018), doenca de Alzheimer (CHUFAROVA et al., 2018; Pl et al.,
2012) e diferentes tipos de céancer (FERGUSON; DENNY, 1991; OTHMAN;
KOZURKOVA, 2018; ZHANG et al., 2014).

Acridinas sdo compostos heterociclicos com estrutura planar, formadas por
dois anéis de benzeno fundidos a um anel de piridina no centro (BELMONT et al.,
2007; LAFAYETTE et al.,, 2013), que apresentam nudcleo altamente versétil, que
permite modificacdes quimicas que favorecem a criacao de derivados com diferentes
atividades biologicas (GOUVEIA et al., 2018; KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012).

A atividade bioldgica das acridinas € atribuida especialmente a capacidade

dessas estruturas de se intercalarem ao DNA, que interfere na maquinaria celular. Os
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principais alvos biologicos sdo o DNA e as enzimas topoisomerases e telomerase
(ZHANG et al., 2014).

As enzimas topoisomerases sS40 essenciais para que ocorra 0S processos de
replicacdo do DNA, transcricdo e recombinacgéo, pois catalizam quebras transitérias
no DNA para controlar o seu superenrolamento. Estas enzimas podem ser divididas
em topoisomerases do tipo | (catalizam a quebra de uma fita do DNA) e do tipo Il
(catalizam a quebra da dupla fita do DNA) (YOU; GAO, 2019). A telomerase € uma
enzima responsavel por sintetizar o DNA telomérico, nas extremidades dos
cromossomos, para combater o encurtamento dos telomeros e a consequente perda
de DNA (SMITH; PENDLEBURY; NANDAKUMAR, 2020). No contexto do cancer,
estas enzimas sao alvos farmacologicos de diferentes drogas para induzir a morte
celular, como a doxorrubicina e os analogos da camptotecina que tem como alvo a
topoisomerase (BLASIAK, 2017; YOU; GAO, 2019), e o imetelstat, que € capaz de
inibir a telomerase (WANG et al., 2018a).

O derivado da acridina amsacrina (m-AMSA) foi a primeira droga totalmente
sintética, capaz de intercalar o DNA, a mostrar eficiéncia clinica para o tratamento da
leucemia, que tem como principal alvo a topoisomerase do tipo I, que, quando inativa,
€ capaz de causar multiplas lesées ao DNA, o que leva a apoptose (DENNY, 2004;
HEVENER et al., 2018). Contudo, a amsacrina apresenta alta toxicidade, uma vez que
seu metabolismo pode estar associado a producéo de radicais livres, que causam
danos também nas células normais, o que limita o seu uso (BELMONT et al., 2007,
KETRON et al., 2012).

Dado a grande riqgueza quimica e de atividades biolégicas demonstrada pelos
derivados acridinicos, estudos que buscam produzir novos derivados com potente
atividade antitumoral estdo em andamento (OTHMAN; KOZURKOVA, 2018).

Nesse contexto, compostos espiro-acridinicos foram produzidos como uma
nova e promissora classe de derivados da acridina (VILKOVA; PROKAIOVA; IMRICH,
2014), obtidos por reagdes de espiro-ciclizagdo, que apresentam um anel espiro de
cinco ou seis membros ligado ao carbono C-9 da acridina (ALMEIDA et al., 2016), que
ja demonstrou capacidade de ligacdo ao DNA, inibicdo da topoisomerase lla e da

enzima tirosinase, bem como atividade antiproliferativa em diferentes linhagens
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tumorais (DE ALMEIDA et al., 2015; GOUVEIA et al., 2018; MENEZES et al., 2018;
SALEM et al., 2016).

Estudos preliminares realizados pela equipe de pesquisa do Laboratério de
OncoFarmacologia, do Programa de Pdés-graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos (PPgPNSB/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal
da Paraiba — UFPB), mostraram derivados acridinicos com potente atividade
antitumoral em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich, como o N’-(2-cloro-6-metoxi-
acridin-9-yl)-2-ciano-3-(4-dimetilaminofenil)-acrilohidrazida (ACS-AZ10)
(MANGUEIRA et al., 2017), o n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-cianoacetohidrazide
(ACS-AZ) (MANGUEIRA, 2019), e o derivado 5-oxo-1’-fenil-1’,5-diidro-10H-
espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (ACMD), o qual também demonstrou
atividade antitumoral in vitro sobre a linhagem HL-60 (leucemia promielocitica
humana) (SOUSA, 2019).

Ainda, resultados da nossa equipe de pesquisa demonstraram que o (E)-1’-{(4-
fliorbenzilideno)-amino}-5’oxo-1,5'diidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’carbonitrila
(AMTAC-07), novo composto espiro-acridinico, apresentou potente atividade
antitumoral in vitro e in vivo (BATISTA, 2019), que corrobora com dados preliminares
que apresentaram capacidade inibitdria sobre a topoisomerase lla, semelhante ao da
m-AMSA (GOUVEIA et al., 2018).

Nessa perspectiva, foram sintetizados os compostos espiro-acridinicos, 1'-((4-
(metil-sulfonil)benzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pyrrole]
-4'-carbonitrila  (AMTAC-15), (E)-5'-oxo-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-17), (E)-1'-((2,4-
dimetoxi-benzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-
carbonitrila  (AMTAC-18), (E)-5-oxo-1'-((quinolina-6-il-metileno)amino)-1',5'-dihidro-
10H-espiro[acridina -9,2'-pirrol]- 4'-carbonitrila (AMTAC-21) e 1'-(((1H-indol-7-
ilmetileno)amino)-5'-0xo-1',5'- dihidro-10H-espiro[acridina- 9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila
(AMTAC-22) (Figura 6), os quais ndo apresentam relatos na literatura a respeito de

sua atividade farmacoldgica ou da toxicidade.
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Figura 5. Estrutura dos novos compostos espiro-acridinicos
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Fonte: Pinheiro Segundo; Moura, 2020.

Considerando o cenério atual e a probleméatica no tratamento dos mais diversos
tipos de cancer, e que os derivados acridinicos sdo moléculas com grande potencial
terapéutico, especialmente no campo de atividade anticancer, este trabalho se prop6s
a estudar a atividade antitumoral e os mecanismos de acao in vitro e in vivo, bem

como a toxicidade de um novo composto espiro-acridinico.



Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a atividade antitumoral e a toxicidade do novo composto espiro-
acridinico  (E)-5'-oxo-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro

[acridina- 9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-17), por meio de ensaios in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

. Selecionar o composto espiro-acridinico mais efetivo a partir de triagem
farmacolégica de atividade antitumoral in vitro dos compostos AMTAC-15, AMTAC-
17, AMTAC-18, AMTAC-21 e AMTAC-22, em diferentes linhagens de células tumorais

humanas e em linhagem né&o tumoral,

. Investigar o potencial citotéxico do composto mais promissor na linhagem mais

sensivel e em células ndo tumorais;

. Elucidar possiveis mecanismos de acdo antitumoral in vitro do composto
selecionado: interferéncia na regulacéo do ciclo celular, nos mecanismos de morte

celular (apoptose/necrose) e na producéo de espécies reativas de oxigénio;

. Avaliar a toxicidade aguda do composto mais promissor em embrides/larvas de
peixe-zebra e em camundongos, bem como a genotoxicidade em sangue periférico

de camundongos;

. Avaliar a atividade antitumoral in vivo do composto selecionado em modelo de
carcinoma ascitico de Ehrlich (CAE) e investigar os mecanismos de agéo envolvidos:
alteracées no perfil do ciclo celular, efeito antiangiogénico, imunomodulador e

antioxidante;
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. Caracterizar o perfil de toxicidade do composto mais promissor apés tratamento

antitumoral (sete dias) em modelo de CAE.



Material e métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratdrio de OncoFarmacologia (OncoFar),
no Biotério Professor Thomas George, localizados no Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), onde funciona o Programa de PdOs-graduacao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Paraiba (CCS/UFPB), bem como na Unidade de
Producao de Organismos Nao Convencionais (UniPOM) no Departamento de Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (DBM/CCEN/UFPB).

4.2 Material

4.2.1 Amostras teste

As amostras teste, compostos espiro-acridinicos (AMTAC-15, AMTAC-17,
AMTAC-18, AMTAC-21 e AMTAC-22), foram gentilmente fornecidas pelo professor
Dr. Ricardo Olimpio de Moura do Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas
(LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba, sintetizadas de acordo com
metodologias j& descritas (ALMEIDA et al., 2016; GOUVEIA et al., 2018).

A via sintética usada para obter os compostos espiro-acridinicos foi paralela e
convergente, sendo realizada a sintese de 2-ciano-N'-(benzilideno)-aceto-hidrazida
(JRs) substituidos como intermediarios e em paralelo com o aldeido acridinico. Para
obter os JRs, partiu-se da 2-ciano-aceto-hidrazida que foi condensada com diferentes
aldeidos aromaticos, como mostrado no Esquema 1, em meio etandlico e em
equivalentes molares na presencga de acido acético como catalisador a temperatura
ambiente por 24 horas. Para a sintese do aldeido acridinico, partiu-se da difenilamina,
gue sofre reacéo de acilacédo de Friedel-Crafts seguida de ciclizacdo em meio acido,
obtendo a 9-metilacridina, que ap0s oxida¢cdes sucessivas permitiu a obtencédo do 9-
carboxialdeido-acridinico. Para obter os compostos espiro-acridinicos, partiu-se do

aldeido de acridina que foi condensado com os intermediarios JRs em meio etandlico
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e basico em equivalentes molares a 78 °C por 6 horas, os quais sofrem ciclizacédo

espontanea, que produz os derivados finais da espiro-acridina.

Esquema 1. Via sintética para obter compostos espiro-acridinicos
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Fonte: Pinheiro Segundo; Moura, 2020.

Legenda: Compostos espiro-acridinicos do estudo: 1'-((4-(metil-sulfonil) benzilideno)amino)-5'-oxo-
1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pyrrole]-4'-  carbonitrila  (AMTAC-15), (E)-5-oxo-1'-((3,4,5-
trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina- 9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-17),
(E)-1'-((2,4-dimetoxi-benzilideno)amino)-5'-oxo-1',5"-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-
carbonitrila (AMTAC-18), (E)-5'-oxo-1'"-((quinolina-6-il-metileno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina
-9,2'-pirrol]- 4'-carbonitrila (AMTAC-21) e 1'-(((1H-indol-7- il)metileno)amino)-5'-oxo-1',5'- dihidro-10H-
espiro[acridina- 9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-22).

4.2.2 Cultivo celular

Para os ensaios de atividade antitumoral in vitro foram utilizadas linhagens de
células tumorais humanas e, para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizadas
linhagens ndo tumorais humana e murina (Quadro 1). As células HCT-116 foram
generosamente fornecidas pelo Dr. Manoel de Moraes (Universidade Federal do
Ceard, Fortaleza, Ceara, Brasil). HeLa, SK-MEL-28, MDA-MB-231 e PC-3 foram

adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil). MCF-7 e
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L929 foram fornecidas pelo Dr. Joao Ernesto de Carvalho (Universidade de Campinas,
Campinas, Sao Paulo, Brasil). HaCaT foi fornecida pela Dra. Jaciana Aguiar

(Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil).

Quadro 1. Linhagens de células tumorais e ndo tumorais utilizadas no estudo

Linhagens Tipo histolégico Origem Meio de cultura
HCT-116 Carcinoma colorretal Humana RPMI
Hela Adenocarcinoma de colo do Utero Humana DMEM
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
MCF-7 Adenocarcinoma de mama Humana RPMI
MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama Humana DMEM
PC-3 Carcinoma de préstata Humana F-12K
HaCaT Queratinécito (ndo tumoral) Humana DMEM
L929 Fibroblasto (n&o tumoral) Murina RPMI

Fonte: SILVA, 2020.

As linhagens celulares foram cultivadas (5x10% células/mL) em frascos de
cultivo utilizando o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou F-12K (Banco de
Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), suplementadas com 10% de soro
bovino fetal (SBF) inativado (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), e 1% de solucdo de
antibioticos (penicilina 10.000 U/ml e estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma Aldrich). As
células foram manipuladas em fluxo laminar, para garantir que ndo houvesse
contaminagdes, e mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. O
crescimento celular foi acompanhado a cada 24 horas, e ao atingirem 80% de
confluéncia, normalmente apés 48 horas de cultivo, foi feita a adicdo 2 mL de solucéo
de tripsina (Sigma Aldrich), por 5-10 minutos, para o deslocamento da monocamada
das células aderentes da parede do frasco. Apds esse periodo, adicionou-se meio
suplementado com SBF, na mesma proporcéo de tripsina, para interromper a acao
desta. As células foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos e ressuspensas em meio
suplementado para a contagem em camera de Neubauer. A viabilidade celular foi
avaliada por meio da utilizagéo do corante azul de Tripan (Sigma Aldrich).

Para os ensaios de atividade antitumoral in vivo foi utilizada a linhagem de

adenocarcinoma murino (Carcinoma Ascitico de Ehrlich), gentilmente cedida pelo



64

Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (CPQBA/Unicamp). As células foram mantidas na
forma ascitica na cavidade peritoneal de camundongos Swiss (Mus musculus) na
Unidade de Producao Animal (UPA/IPeFarM/UFPB), por meio de repiques semanais.

Para a manutencédo do estoque de células, foi realizada a criopreservagéo das
linhagens. Ap0s o procedimento como descrito anteriormente, se a cultura
apresentasse mais de 90% de células viaveis e, ndo ultrapassando cinco passagens,
seriam utilizadas para congelamentos. Foi transferido 950 pyL da suspensao celular
para o tubo criogénico e 50 uL de dimetilsufoxido (DMSQO) por gotejamento, utilizado
como criopreservante, homogeneizando rapidamente e levadas para o congelador por
20-30 minutos, em seguida transferidas, em um isopor com gelo, para o freezer -80 e,

no dia seguinte, finalmente estocadas em tambor de nitrogénio liquido.

4.2.3 Obtencao das células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade em células normais humanas, as
células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs) foram isoladas a partir
de amostras de sangue humano, cedidas por doadores voluntérios. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde, CAAE:
22986519.0.0000.5188, parecer n° 3.715.689 (ANEXO A).

As PBMCs séo caracterizadas por possuir nucleo redondo, e incluem linfocitos
(70-90%), mondcitos (10-30%), que sdo uma parte essencial do sistema imunoldgico
e podem ser extraidos facilmente do sangue periférico (MARTINEZ-RODRIGUEZ;
TAVAREZ; GONZALEZ-SANCHEZ, 2019).

Para a obtencdo destas células, aliquotas de 20 mL de sangue contendo
anticoagulante (EDTA — &cido etilenodiamino tetra-acético) foi homogeneizada com
20 mL de PBS (tampéao fosfato salino), em tubos estéreis. Posteriormente, a mistura
obtida foi adicionada em tubos contendo o Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), uma solucdo estéril que separa o sangue por gradientes de densidade,
gue permite a obtencdo de células mononucleares. As amostras foram submetidas a
centrifugagéo (400 g, 20 °C, 30 minutos). Em seguida, um anel contendo as células
monocucleares foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta pasteur

estéril e transferido para um novo tubo, realizando-se duas centrifugacdes (400 g, 20



65

°C, por 10 minutos) para lavagem das células com PBS. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi homogeneizado com meio RPMI-1640 suplementado
com 10% de soro bovino fetal. A proliferacdo destas células foi estimulada com 2% de
fitohemaglutinina (eBioscience, Thermo Fisher, Rochester, NY), por 24 horas antes do

tratamento com as substancias.

4.2.4 Embrides de peixe-zebra

Para realizagédo dos ensaios que utilizam o modelo de peixe-zebra (Danio rerio),
foram utilizados embrides com até 3 horas poés-fertilizacdo, fornecidos pela Unidade
de Producdo de Organismos N&do Convencionais (UniPOM) do Departamento de
Biologia Molecular (DBM/CCEN/UFPB). Os embrides foram acondicionados no
Laboratorio de Avaliacdo de Risco de Novas Tecnologias (LabRisco/CCEN/UFPB),
gue compartilha estrutura experimental com a UniPOM, de acordo com as diretrizes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) até o
momento dos experimentos. Peixes adultos de uma linhagem do tipo selvagem, foram
mantidos a 26 + 1 °C sob ciclo claro-escuro. A qualidade da &gua foi mantida por
filtracdo com carvéo ativado e a temperatura mantida em 7,0 £ 0,5, condutividade a
750 + 50 uS e oxigénio dissolvido acima de 95% de saturagdo. Os peixes foram
alimentados diariamente com racao comercial (Tropical Gran Discus, Sarandi, Brasil)
e nauplios de Artemia sp. Para obter os embrides, uma armadilha de ovos foi colocada
durante a noite em um tanque que contém espécimes masculinos e femininos
(proporcédo de 1: 1) no dia anterior ao teste. Uma hora apds o inicio do ciclo de luz, os
ovos foram coletados com auxilio de uma pipeta de Pasteur e lavados com meio E3
(NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl2 0,33 mM e MgSOs 0,33 mM) para selegao
subsequente de embrides usando um estereomicroscopio (50x ampliacdo). Ovos
fertilizados viaveis foram selecionados para uso no teste de Toxicidade Aguda em
Peixes (FET).

Larvas utilizadas no experimento ou excedentes foram acondicionadas em
pequeno volume de agua e conduzidos para congelamento rapido em freezer -20 °C,
de acordo com o item 8.14.13 da diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA. As

larvas congeladas foram conduzidas para incineragao pela empresa SIM Engenharia
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Ambiental (Campina Grande - PB), que possui convénio para descarte de residuos
qguimicos e biologicos da UFPB. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité
de Uso Etico de Animais em Pesquisa (CEUA) da Universidade Federal da Paraiba,
Brasil, certificado pelo nimero 5900310718/2018 (ANEXO B).

4.2.5 Animais e condi¢cbes experimentais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas,
pesando entre 28 e 32 gramas, obtidos da Unidade de Producdo Animal (UPA) do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM/UFPB). Os animais
foram agrupados em gaiolas de polietileno, mantidos sob temperatura de 21 £ 1 °C,
sem uso de qualquer medicacao, tendo livre acesso a comida, tipo pellets de racao
(Purina) e agua potavel. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas.
Todos os cuidados foram considerados no sentido de diminuir a dor e o sofrimento
dos animais. Antes da realizacdo de qualquer protocolo experimental, os animais
foram colocados no ambiente de trabalho por pelo menos 30 minutos de antecedéncia
a execucao do experimento.

ApoOs todos 0s ensaios in vivo, 0s animais foram anestesiados com uma solucéo
de xilazina (16 mg/kg —i.p.) e cetamina (100 mg/kg —i.m.) e, em seguida, eutanasiados
por deslocamento cervical. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso Animal da UFPB sob certiddo N° 163/2015 (ANEXO C).
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4.3 Métodos

Fluxograma 1. Representacdo esquematica dos métodos utilizados no estudo da

toxicidade e atividade antitumoral do novo composto espiro-acridinico (AMTAC-17).

Ensaios farmacolégicos e toxicoldgicos
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4.3.1 Estudos in vitro

4.3.1.1 Avaliacao da citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais

A avaliagédo da citotoxicidade foi realizada por meio do ensaio de redugéo do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio), o qual € um método
colorimétrico que mede indiretamente a citotoxicidade, proliferacdo ou viabilidade
celular. O MTT é um sal de tetrazodlio solivel em agua, o qual é convertido em cristais
de formazan de cor purpura, insoluveis em agua, apos clivagem do anel de tetrazdlio
por desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais presentes em células
metabolicamente ativas. Uma vez solubilizado, o formazan pode ser quantificado por
espectrofotometro e sua intensidade colorimétrica é diretamente proporcional ao
namero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

As células foram semeadas (100 pL) em placas de 96 poc¢os na concentracao
de 3x10° células/mL (HCT-116, HeLa, MCF-7, PC-3, MDA-MB-231, SK-MEL-28, L929
e HaCaT) e 1x108 células/mL (PBMC). Apds 24 horas, as substancias previamente
dissolvidas em DMSO, em uma concentragdo de 20 mM, e incubadas (100 pL) na
concentracdo de 50 uM (triagem farmacologica), ou em diferentes concentracdes
(3,12 — 200 uM) com a suspenséo celular, ndo ultrapassando a concentracgéo final de
0,5% de DMSO, por 24, 48 e/ou 72 horas, conforme o caso, em estufa a 5% de COz,
a 37 °C. A doxorrubicina foi utilizada como droga padréo, e testada em concentragdes
variando entre 0,31 e 20 puM. Prosseguido o periodo de incubacao, as placas foram
centrifugadas (500 g, 5 minutos, 25 °C), foi removido 110 pL do sobrenadante e 10 pL
da solucdo de MTT foi adicionada (5 mg/mL em PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). As placas foram incubadas por 3 horas, em seguida foi adicionado 100 pL de
dodecil sulfato de sddio (SDS) a 10% e os cristais de formazan produzidos foram
dissolvidos overnight. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotémetro (leitor
de microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA), no comprimento
de onda de 570 nm.

Neste ensaio, primeiramente todas as células foram expostas a uma
concentracéo limiar fixa de 50 uM dos compostos AMTAC-15, AMTAC-17, AMTAC-
18, AMTAC-21 e AMTAC-22, incubados por 72 horas. Esta triagem preliminar foi
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realizada para inferir quais compostos apresentariam melhor atividade antitumoral.
Em seguida, o composto de maior atividade (AMTAC-17) e a linhagem tumoral mais
sensivel (HCT-116), foram selecionados para a determinacdo da Clso (concentracéo
que produz 50% de inibicdo no crescimento celular) em diferentes tempos (24, 48 e
72 horas). Para a determinagéo da Clso foram testadas diferentes concentracdes de
AMTAC-17 (3,12 — 200 pM), em quadruplicata, sendo realizado o ensaio de MTT
conforme descrito anteriormente. O controle foi considerado 100% de viabilidade.

O indice de seletividade foi obtido a partir da razédo entre a Clso da célula ndo
tumoral pela Clso da célula tumoral (SERAFIM et al., 2018).

4.3.1.2 Investigacdo de mecanismos de a¢do antitumoral in vitro

4.3.1.2.1 Avaliagéo do ciclo celular

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células em 1 mL) em placas de 24
pocos com 0 AMTAC-17 nas concentracdes de 30 e 60 uM (correspondentes a Clso €
o dobro), por 48 horas. Como droga padrédo foi usada a doxorrubicina (2,5 uM). Apés
o tratamento, as células foram coletadas por centrifugacéo (500 g, 20 °C, 5 minutos),
ressuspensas em 1 mL de PBS, fixadas cuidadosamente em 4 mL etanol 70%
previamente gelado, em vortex, e congeladas (-20 °C) até a analise. No momento da
analise, as células foram recuperadas por centrifugacdo (400 g, 10 minutos, 4 °C),
realizando-se sucessivas lavagens em PBS em temperatura ambiente, 300 pL de
células foram entédo incubadas com RNase (3 uL; 0,1 mg/mL) e iodeto de propidio (15
pL; 0,05 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), no escuro (37 °C, 30 minutos).
Em seguida, a leitura foi realizada em citdmetro de fluxo (FacsCanto Il, BD, EUA),
adquirindo-se 10.000 eventos/amostra. O experimento foi realizado em triplicata e os
dados foram analisados com o programa Flowing Software 2.5.1. Foi determinado o
percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S, G2, M), bem como
células sub-diploides (sub-G1), considerando que o marcador iodeto de propidio se
liga especificamente ao DNA e, portanto, a intensidade de fluorescéncia detectada
pode ser relacionada com a quantidade de DNA nas células em cada fase do ciclo
(JAYAT; RATINAUD, 1993).
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4.3.1.2.2 Avaliagdo do mecanismo de morte celular

4.3.1.2.2.1 Avaliacdo dos efeitos de AMTAC-17 sobre a externalizacdo da
fosfatidilserina

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células em 1 mL) em placas de 24
pocos com 0 AMTAC-17 nas concentracdes de 30 e 60 uM (correspondentes a Clso €
0 dobro), por 48 horas. Como controle positivo foi usada a doxorrubicina (2,5 puM).
Apés o tratamento, as células foram coletadas por centrifugacdo (500 g, 20 °C, 5
minutos), lavadas em PBS, ressuspensas em um tampao de ligacdo (195 pL) e 5 pL
da Anexina V conjugada com fluoresceina (FITC) foi entdo adicionada, de acordo com
as instrucdes do fabricante (eBioscience, Thermo Fisher, Rochester, NY). As células
foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos, lavadas e ressuspensas em
190 pL de tampéo de ligacdo. Em seguida, 10 uL do iodeto de propidio (IP) (20 pg/mL)
foi adicionado. A Anexina V possui alta afinidade com o fosfolipidio fosfatidilserina
presente na membrana externa de células em apoptose. J4 o IP interage diretamente
com o DNA de células que perderam a integridade de membrana, distinguindo assim
células em apoptose ou necrose (RICCARDI; NICOLETTI, 2006). Em seguida, a
leitura foi realizada em citbmetro de fluxo (FacsCanto I, BD, EUA), adquirindo-se
10.000 eventos/amostra. O experimento foi realizado em triplicata e os dados foram
analisados com o programa Flowing Software 2.5.1.

4.3.1.2.2.2 Analise morfolégica da apoptose

As células HCT-116 foram incubadas (5x10° células em 1 mL) em placas de 24
pocos com o0 AMTAC-17 na concentracdo de 30 uM, por 48 horas. Como controle
positivo foi usada a doxorrubicina (2,5 uM). Apds o tratamento, as células foram
coletadas por centrifugacdo (500 g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS,
marcadas com 10 pL de laranja de acridina (10 pg/mL) e de iodeto de propidio (10
pmg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células recém coradas foram
observadas sob microscépio confocal de varredura a laser (Leica, Alemanha). Laranja

de Acridina € um corante capaz de atravessar membranas intactas e se intercalar no
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DNA, emitindo a fluorescéncia verde, podendo assim diferenciar células
viaveis/apoptose inicial de células em apoptose tardia/necrose, pois estas também
sdo marcadas com o IP. As células foram observadas de acordo com os seguintes
critérios: (a) as células viadveis apresentam coloracao verde clara e estrutura intacta;
(b) as células apoptoéticas iniciais exibem um ndcleo verde claro mostrando
condensacdo da cromatina; (c) as ceélulas apoptéticas tardias mostram areas
alaranjadas densas (verde/vermelho) de condensacdo da cromatina e blebs de
membrana; (d) as células necréticas possuem nucleo vermelho (RENVOIZE et al.,
1998; TAN; NORHAIZAN, 2019).

4.3.1.2.3 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

A producéo de espécies reativas de oxigénio foi avaliada utilizando o fluor6foro
2, 7’-diacetato diclorofluoresceina (DCFH-DA). Esta molécula ndo fluorescente é
muito sensivel a variacbes no ambiente redox intracelular e quando penetra nas
células vivas é clivada por esterases intracelulares, bem como oxidada por diferentes
espécies reativas de oxigénio, sendo convertida em DCF (diclorofluoresceina), uma
molécula altamente fluorescente (COSSARIZZA et al., 2009). Portanto, o niumero de
células que emitirdo fluorescéncia, detectadas por citometria de fluxo, € diretamente
proporcional aos niveis de estresse oxidativo.

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células em 1 mL) em placas de 24
pocos com 0 AMTAC-17 nas concentracdes de 30 e 60 uM (correspondentes a Clso €
o dobro), por 48 horas. ApGs o tratamento, as células foram coletadas por
centrifugacdo (500 g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em 1 mL de PBS, e
posteriormente 300 puL de células foram marcadas com 6 yL de DCFH-DA (10 uM) e
incubadas no escuro, durante 30 minutos, a 37 °C. Uma aliquota dessas amostras foi
incubada com peroxido de hidrogénio (H202), na concentragéo final de 500 pM,
utilizado como o controle positivo deste ensaio. Apés o periodo de incubacgéo, os tubos
foram colocados em gelo triturado para suspender a reacao de marcacéao do DCF. As
amostras foram analisadas em citobmetro de fluxo FacsCanto Il (BD, EUA) em Ex

485/Em 530 nm. A quantificacdo das EROs foi estimada pela média da intensidade
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de fluorescéncia (M.1.F.). O experimento foi realizado em triplicata e os dados foram

analisados com o programa Flowing Software 2.5.1.

4.3.2 Estudos in vivo

4.3.2.1 Ensaios toxicolégicos

4.3.2.1.1 Avaliagéo da toxicidade aguda em embrides/larvas de peixe-zebra

A avaliacdo da embriotoxicidade aguda do AMTAC-17 foi realizada em peixe-
zebra de acordo com o teste FET, protocolo n® 236 da OECD (2013), com algumas
modificacdes. Vinte po¢cos de uma placa de 96 pocos foram preenchidos com 300
pL/poco da amostra teste, solubilizada em DMSO 0,5% e em meio E3, na
concentracdo de 300 uM, outros 20 pocos foram preenchidos com o mesmo volume
de meio E3 (controle negativo) e outros 20 pocos foram preenchidos com 0 mesmo
volume de DMSO 0,5% (controle solvente). Em cada poco foi adicionado um embrido
com até 3 horas pés-fertilizacdo. A concentracdo de 300 uM de AMTAC-17 (que
representa mais de 10x o valor da Clso para a célula tumoral HCT-116) foi utilizada
como teste limite de acordo com a recomendacao do teste FET. Diariamente e até 96
horas apds a exposicdo a substancia teste, foram verificados os seguintes pontos de
letalidade: (i) coagulacdo do ovo; (ii) auséncia de formacdo do somito; (iii) nao
deslocamento da base da cauda; e (iv) falta de batimentos cardiacos. Na presenca de
qualquer um desses pontos de letalidade o embrido/larva seria considerado morto. A
exposicao foi realizada em condicdo estatica (sem renovacao da substancia teste ou
de meio E3). As observag@es foram feitas utilizando um estereomicroscopio (Televal
31, Zeiss), em um aumento de 50x, e fotografadas. Ao final do experimento, as larvas

sobreviventes foram rapidamente congeladas e conduzidas para incineragéao.

4.3.2.1.2 Avaliacéo da toxicidade néo clinica aguda

O ensaio de toxicidade aguda em camundongos foi realizado de acordo com o

“Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001 da OECD (Organisation for Economic
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Co-operation and Development) (ANEXO C). Em principio, 0 método ndo se destina
a permitir o calculo preciso da DLso, apesar de fornecer uma estimativa do seu valor,
entretanto permite uma classificacdo da substancia em categorias de acordo com o
“Globally Harmonized Classification System” — GHS (OECD, 2001).

Camundongos Swiss, trés fémeas por grupo, foram submetidos a doses Unicas
de 2000 mg/kg de AMTAC-17 por via intraperitoneal (i.p.) e ao grupo controle foi
administrado apenas o veiculo (solucao a 12% de Tween 80 em solucéo salina).

Com o objetivo de mapear possiveis alteracdes comportamentais, sugestivas
de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autbnomo
(SNA), apo6s administracdo da substancia foi realizada observacdo cuidadosa para
deteccao de possiveis sinais toxicos como hiperatividade, irritabilidade, agressividade,
tremores, convulsdes, catatonia, analgesia, anestesia, ptose, resposta ao toque
diminuido, ambulac¢éo, capacidade de limpeza e ato de levantar, nos intervalos: 0, 15,
30 e 60 minutos e apés 4 horas; e diariamente durante 14 dias, utilizando-se protocolo
experimental (ANEXO D) (ALMEIDA et al., 1999).

4.3.2.1.3 Avaliac&o da genotoxicidade

Para o ensaio do micronldcleo em sangue periférico, grupos de seis
camundongos Swiss fémeas foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com a dose
de 2000 mg/kg de AMTAC-17. Um grupo controle positivo (ciclofosfamida - 50 mg/kg
— i.p.) e um grupo controle negativo (Tween 80 a 12% em solugdo salina) foram
incluidos. Apos 48 horas, os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg
i.m.) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg i.p.) e amostras de sangue foram coletadas
pelo plexo orbital com o auxilio de uma agulha heparinizada para confeccdo das
extensBes sanguineas. Apdés secagem, as laminas foram coradas com coloracéo
panoética (Newprov) para posterior analise em microscépio éptico. Para cada animal,
trés extensdes sanguineas foram preparadas e um minimo de 2000 eritrocitos
contados para determinacdo da frequéncia de eritrocitos micronucleados (OECD,
1997).
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4.3.2.2 Avaliagado da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma

ascitico de Ehrlich

Células de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE) com cinco dias de crescimento
foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e implantadas por via
intraperitoneal (0,5 mL - 4x10° células/mL) nos camundongos experimentais (n=8
fémeas/grupo) (DOLAI et al., 2012). Vinte e quatro horas apdés o implante, AMTAC-17
foi solubilizado em Tween 80 (12%) e administrado diariamente por via intraperitoneal
(i.p.), nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg, por sete dias. O grupo controle transplantado
com o tumor foi tratado com uma solucéo de 12% de Tween 80 e um quinto grupo de
animais foi tratado com 5-FU (25 mg/kg), como droga padréao.

Ainda, para as analises toxicologicas foi utilizado um grupo sadio, no qual ndo
houve implante de células tumorais nos animais, porém os animais foram submetidos

as mesmas condicfes experimentais.

Esquema 2. Tratamento dos animais em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich

Inoculagao do

tumor
4 x 108 cél/mL Eutanasia
0 1 7 8
n=8¢9 AMTAC-17
(12,5; 25 ou 50 mg/kg)
5-FU
(25 mg/kg)

Controle transplantado e grupo sadio
(Tween 80 a 12% em salina)

Fonte: SILVA, 2020.
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4.3.2.2.1 Volume do tumor, massa tumoral, viabilidade e total celular

Para a avaliacdo do efeito antitumoral do AMTAC-17, um dia apos a ultima
administragao do tratamento descrito no item 4.3.2.2, os animais foram anestesiados
com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg i.p.), e
eutanasiados por deslocamento cervical. Entdo, o liquido ascitico foi coletado da
cavidade peritoneal e 0 volume foi medido e expresso em mL. Uma aliquota foi retirada
para a determinacao da viabilidade celular pelo ensaio de exclusao do azul de tripan.
Para tanto, foram incubados volumes semelhantes de liquido ascitico e de uma
solucéo de 0,4% do corante, seguido de anélise das células em camara de Neubauer.
Este ensaio avalia a habilidade de células viaveis, com membrana plasmatica intacta,
excluirem o corante azul de tripan, permitindo assim, a quantificacdo dessas células
(RENZI; VALTOLINA; FORSTER, 1993). A massa do tumor foi determinada pela
diferenca dos pesos dos camundongos antes e depois da retirada do liquido ascitico,
e foi expressa em gramas (g). A quantidade total de células viaveis no peritdnio dos
animais foi expressa como total celular (x107 células), que foi obtido como o produto
do volume do tumor, expresso em mL, pela viabilidade celular, expressa como a

quantidade de células x108/mL.

4.3.2.2.2 Investigagdo do mecanismo de agao antitumoral in vivo

Para a investigacdo do mecanismo de acao antitumoral in vivo do AMTAC-17
foi selecionada a dose de 12,5 mg/kg. Os animais transplantados com células de CAE
foram tratados por sete dias com AMTAC-17 conforme descrito no item 4.3.2.2. No
dia seguinte apds a Ultima administracdo, o0s animais dos grupos controle
transplantado, AMTAC-17 (12,5 mg/kg), 5-FU (25 mg/kg), e o grupo de animais sadios
(quando presente) foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg; i.m.) e
cloridrato de xilazina (16 mg/kg; i.p.) e, em seguida, eutanasiados por deslocamento
cervical, para avaliacdo dos mecanismos de acao antitumoral in vivo e avaliacdo da

toxicidade, descritas nos topicos a seguir.
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4.3.2.2.2.1 Anélise do ciclo celular

Apoés a eutanasia dos animais conforme descrito no item 4.3.2.2.2, as células
do liquido ascitico (1x108 células/mL) dos animais experimentais (grupos: controle;
12,5 mg/kg de AMTAC-17; 25 mg/kg de 5-FU) foram coletadas, fixadas
cuidadosamente com etanol 70% previamente gelado, em vortex, e congeladas (-

20 °C) até a analise. As demais etapas foram realizadas conforme o item 4.3.1.2.1.

4.3.2.2.2.2 Investigacao do efeito antiangiogénico

ApoOs a eutanasia dos animais conforme descrito no item 4.3.2.2.2, o periténio
foi cortado e o revestimento interior da cavidade peritoneal dos animais foi examinado
e fotografado para determinacdo da microdensidade vascular peritumoral, com o
auxilio do software AVSOFT. A microdensidade dos vasos foi determinada pela area
ocupada por vasos sanguineos dividido pela area total selecionada (AGRAWAL et al.,
2011).

4.3.2.2.2.3 Quantificacdo das citocinas IL-18, IL-12, IL-4 e TNF-a

Para a quantificacdo de citocinas, os animais foram tratados e eutanasiados
conforme descrito no item 4.3.2.2.2. O liquido ascitico coletado da cavidade peritoneal
dos animais foi centrifugado (250 g, 4 °C, 5 minutos). Em seguida, o sobrenadante foi
coletado e armazenado a -20 °C para posterior dosagem das citocinas, por meio de
ELISA, de acordo com o protocolo especificado pelo fabricante (Bioscience, Inc.
Science Center Drive, EUA). Brevemente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas
com o anticorpo de captura, anti-IL-1p, anti-IL-4, anti-IL-12 e anti-TNF-a, solubilizados
em tampao fosfato, e incubadas overnight a 4°C. Apés este periodo, as placas foram
lavadas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBST) e os sitios inespecificos foram
bloqueados com a solucgéo de bloqueio (PBS contendo soro fetal bovino a 10%), por
uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e foram adicionadas tanto
as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracdes das citocinas

recombinantes IL-1f, IL-4, IL-12 e TNF-a para a obtengao da curva. As placas foram
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novamente incubadas overnight a 4 °C. Terminado o periodo de incubacao, as placas
foram lavadas e o complexo detector formado pelo anticorpo de deteccao biotinilado
foi adicionado as placas que foram incubadas por uma hora. Posteriormente, as placas
foram novamente lavadas e entdo foi adicionado o complexo enzimatico avidina-
peroxidase (avidin-HRP). As placas foram incubadas por mais meia hora a
temperatura ambiente. Apds lavagens adicionais, a reacéo foi revelada pela adicédo
da solucado substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e, depois de 15 minutos, a
reacao foi interrompida com &cido sulfdrico 1N e a leitura realizada em leitor de placa
(Microplate reader BioTek Instruments, Sinergy HT, EUA) a 450 nm. A quantidade de

citocinas foi calculada a partir das curvas-padréo (SANTOS et al., 2018).

4.3.2.2.2.4 Quantificacao de espécies reativas de oxigénio

ApoOs a eutanasia dos animais conforme descrito no item 4.3.2.2.2, o liquido
peritoneal foi lavado com PBS e centrifugado (245 g, 4 °C, 5 minutos). Apds este
processo, as células de CAE foram coletadas (2x108 células/mL), marcadas com
DCFH-DA (10 uM). As demais etapas foram realizadas conforme o item 4.3.1.2.3.

4.3.2.3 Avaliacdo da toxicidade em animais transplantados com células de

carcinoma ascitico de Ehrlich
4.3.2.3.1 Avaliagcdo ponderal e do consumo de agua e de racéo

Para a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos produzidos pelo tratamento com
AMTAC-17, os animais dos grupos controle transplantado, AMTAC-17 (12,5 mg/kg) e
5-FU (25 mg/kg), descritos no item 4.3.2.2.2, foram pesados no inicio e no final do
tratamento e diariamente foram avaliados os consumos de agua e de ragao.

4.3.2.3.2 Avaliacéo de parametros bioquimicos e hematologicos

Amostras de sangue foram coletadas pelo plexo orbital com o auxilio de uma

agulha heparinizada dos animais dos grupos controle transplantado, AMTAC-17 (12,5



78

mg/kg), 5-FU (25 mg/kg), e do grupo de animais sadios, anestesiados conforme
descrito no item 4.3.2.2.2. Foram analisados os parametros bioquimicos: ureia,
creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), e nos
parametros hematoldgicas foi realizada a avaliagdo das séries vermelha e branca
(eritrograma e leucograma, respectivamente). Os parametros bioquimicos e
hematolégicos foram determinados utilizando-se kits especificos para o analisador
bioquimico automatico BIO 2000 (BIOPLUS) e o analisador hematolégico celular
automatico Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin/Midray), respectivamente (MOURA et al.,
2016).

4.3.2.3.3 Avaliacao dos indices dos 6rgéos

Apbés a coleta de sangue descrita no item 4.3.2.3.2, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, e os 6rgaos (timo, baco, figado, rins e
coracao) foram removidos e pesados para o calculo dos seus indices. O indice dos

6rgéos foi calculado seguindo a férmula: indice = peso do 6rgéo (mg)/peso do animal

(9).

4.3.2.3.4 Analises histoldgicas

Apo6s a pesagem dos 6rgdos, descrita no item 4.3.2.3.3, figado e rins dos
animais dos grupos controle transplantado, AMTAC-17 (12,5 mg/kg), 5-FU (25 mg/kg)
e 0 grupo de animais sadios foram seccionados, fixados em formalina (solucéo de
formol a 10%) tamponada e ap06s 24 horas foram resseccionados para processamento
histopatolégico: desidratacdo com séries crescentes de &lcool (70 a 100%),
diafanizagdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina, segundo os métodos
habituais. Em micrétomo rotativo semi-automatico, os fragmentos tissulares
emblocados em parafina, foram seccionados em espessura de 3 um e
subsequentemente submetidos a coloragcdo hematoxilina-eosina e tricrébmio de
gomori, este ultimo destinado ao estudo do tecido hepatico. Em seguida foram
examinados ao microscoépio Optico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). As andlises

histologicas foram realizadas em colaboracdo com a Profa. Dra. Karina Carla de Paula
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Medeiros do Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN).

4.4 Andlise estatistica

Para a determinacgdo da Clso (concentracao inibitoéria média capaz de provocar
50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (95%), foi realizada
a regresséo nao-linear. Nos demais ensaios, os dados foram analisados a partir da
média + e.p.m (erro padrdo da média) de 3 experimentos independentes. Os dados
foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguido de Tukey. Os

resultados foram considerados significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudos in vitro

5.1.1 Avaliagao da citotoxicidade em células tumorais e n&do tumoral

O potencial citotoxico dos compostos espiro-acridinicos (AMTAC-15, AMTAC-
17, AMTAC-18, AMTAC-21 e AMTAC-22) em linhagens de células tumorais humanas
(HCT-116, HelLa, SK-MEL-28, MCF-7, MDA-MB-231 e PC-3) e em linhagem de célula
nao tumoral murina (L929), apds tratamento de 72 horas, estd demonstrado na Tabela
1.

Tabela 1. Citotoxicidade dos compostos espiro-acridinicos, frente linhagens tumorais

e ndo tumoral pelo ensaio de MTT, ap0s 72 horas de exposicéo

. IC(%)
Linhagem
celular
AMTAC-15 AMTAC-17 AMTAC-18 AMTAC-21 AMTAC-22

HCT-116 28,50+ 0,64* 70,16+0,88* 54,3+1,24* 70,60+0,98* 67,20+1,19*
HelLa 556 +0,64 56,01+0,59* 2492+143* 59,73+0,18* 62,38 +1,06*
SK-MEL-28 0,00+2,38 28,87 +250* 15,79+0,98* 33,56+4,06* 2596+4,15*
MCF-7 22,60+1,70* 38,70+1,50* 37,90+0,49* 60,60+ 155 64,50+0,97*
MDA-MB-231 3,35+0,25 30,13+344* 12,03+0,80* 22,38+1,15* 35,88+ 1,37*
PC-3 599+1,06 4832+3,15* 26,87+0,91* 42,31+0,82* 50,98 +0,85*
L929 9,00+1,20 35,28+2,10* 44,60+0,71* 98,60+ 0,28* 88,90+ 0,38*

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados foram obtidos de um experimento realizado em quadruplicata e apresentados em
valores de porcentagem de inibigdo obtidos a partir da média + e.p.m. em comparacdo com o controle
negativo, analisados por ANOVA seguido por Tukey. Foi utilizada a concentracdo de 50 uM dos
compostos para a triagem farmacoldgica. O controle foi considerado como 100% de viabilidade. *p <

0,05 comparado ao grupo controle. IC: Inibi¢cdo do crescimento (porcentagem).
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O composto AMTAC-15 induziu as menores porcentagens de inibicdo nas
linhagens testadas, apresentando atividade significativa apenas para as linhagens
HCT-116 (28,5 + 0,64%; p<0,05) e para a linhagem MCF-7 (22,6 + 1,70%; p<0,05). O
AMTAC-18 demonstrou moderada porcentagem de inibicdo na linhagem HCT-116
(54,3 + 1,24%; p<0,05), porém apresentou pouca atividade nas outras linhagens. Os
compostos AMTAC-21 e AMTAC-22 exibiram semelhantes percentuais de inibicao,
com inibicéo significativa em todas as linhagens em estudo. Finalmente, o AMTAC-17
demonstrou atividade significativa em todas as linhagens, com um dos maiores efeitos
citotéxicos na linhagem HCT-116 (70,16 £ 0,88%; p<0,05), semelhante ao observado
para o AMTAC-21 (70,60 + 0,98%; p<0,05). Contudo, o AMTAC-17 apresentou maior
seletividade para a célula tumoral, uma vez que exibiu pequena porcentagem de
inibicdo da linhagem nao tumoral L929 (35,28 + 2,10%; p<0,05), enquanto que
AMTAC-21 foi potencialmente citotoxico (98,60 + 0,28%; p<0,05).

Por esse motivo, o composto AMTAC-17 foi selecionado para a investigacao
de mecanismos de acao in vitro na linhagem HCT-116 e, posteriormente, atividade

antitumoral e toxicidade in vivo.

5.1.2 Avaliacdo dos efeitos do AMTAC-17 sobre a viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada na linhagem HCT-116 apds tratamento com
AMTAC-17 por 24, 48 e 72 horas (Tabela 2). Observaram-se alteragdes na viabilidade
de células HCT-116 em 24 horas de tratamento, porém apresentando Clso superior a
maior concentracdo testada (200 uM). No tratamento de 48 horas ocorreu maior
inibicdo da viabilidade celular em relacdo ao grupo controle, apresentando uma Clso
de 56,64 + 1,42 uM. Como esperado, o tratamento das células por 72 horas mostrou
um aumento da citotoxicidade, com uma Clso de 27,19 + 1,32 pM.

Na perspectiva de avaliar a citotoxicidade em células ndo tumorais, foi avaliada
a viabilidade de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), bem como de
linhagens de células ndo tumorais HaCaT e L929 apoés tratamento com AMTAC-17
por 72 horas (Tabela 2). A viabilidade das PBMCs foi significativamente reduzida por
AMTAC-17 em relagao ao grupo controle (100% de viabilidade), apresentando uma
Clso de 18,62 £+ 1,09 pM. Nas linhagens de células ndo tumorais, o AMTAC-17
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apresentou Clso de 31,40 £ 1,14 pM e 103,50 + 1,15 uM, para a HaCaT e L929,
respectivamente.

A droga padrao doxorrubicina foi testada nas linhagens HCT-116 e HaCaT, a
qual apresentou uma Clso de 2,5 £ 0,001 pM em HCT-116 e 0,28 = 0,001 uM para a
linhagem de células ndo tumorais humanas HaCaT (p<0,05 para ambas). A viabilidade
de PBMCs foi significativamente reduzida apos o tratamento com a droga padrao
(Clso: 0,05 + 0,002 uM; p<0,05) (Tabela 2).

A partir dos resultados de Clso para as células tumorais e ndo tumorais,
determinou-se o indice de seletividade (IS), o qual demonstrou que a AMTAC-17
possui seletividade maior para as células tumorais da linhagem HCT-116 (HaCaT:
1,15; PBMC: 0,68) que a droga padrao doxorrubicina (HaCaT: 0,10; PBMC: 0,01).

Tabela 2. Efeito do AMTAC-17* e DXR** sobre a viabilidade da linhagem tumoral

HCT-116 e de células ndo tumorais

Clso(uM) 1S
Células | AMTAC-17 | AMTAC-17 | AMTAC-17 DXR AMTAC-17 | DXR
(24 h) (48 h) (72 h) (72 h) (72 h) (72 h)
HCT-116 >200 56,64 +1,42  27,19+132  257+0,001 - -
L929 NT NT 103,50 + 1,15 NT 3,80 ND
HaCaT NT NT 31,40+1,14 0,28 +0,001 1,15 0,10
PBMC NT NT 18,62+1,09 0,05+ 0,002 0,68 0,01

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata e apresentados em valores de Clso obtidos por regressdo néo linear com intervalo de
confianca de 95%. NT: Nao Testado. ND: Nao Determinado. Clso: Concentragcdo que produz 50% de
inibicdo no crescimento celular. IS: indice de seletividade (Clso da célula n&o tumoral (HaCaT ou
PBMC)/Clso da célula tumoral (HCT-116)).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**DXR: Doxorrubicina

5.1.3 Investigacdo do mecanismo de ag¢ao in vitro
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5.1.3.1 Avaliagéo do ciclo celular

Em 48 horas, AMTAC-17 promoveu alteracdes significativas na distribuicdo das
células tumorais nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 6). Observa-se aumento
no pico sub-G1 na concentracéo de 30 puM (17,36 = 1,05%; p<0,05) e 60 uM (23,26 +
0,61%; p<0,05), em comparacdo ao controle (1,16 + 0,24%). Na fase G0O/G1, ocorreu
diminuicao no percentual de células, apés tratamento com 30 uM e 60 uM de AMTAC-
17 (50,73 + 2,28% e 44,14 + 0,53%, respectivamente; p<0,05 para ambas), em
comparacao ao controle (82,82 + 0,65%). Na fase S do ciclo celular, ndo houve
diferenca significativa na concentracdo de 30 pM (8,96 = 1,04%), porém com o
aumento da concentracdo se observa o acumulo de células nessa fase (16,56 *
0,46%; p<0,05), comparado ao controle (6,33 + 0,41%). Ainda, observou-se que as
duas concentracfes de AMTAC-17 testadas promoveram aumento significativo no
percentual de células na fase G2/M (30 uM: 11,68 + 0,63%; 60 uM: 10,46 + 0,41%;

p<0,05 para ambas), quando comparadas ao controle (6,47 = 0,55%).

Figura 6. Efeito do AMTAC-17* e DXR** sobre a progressédo do ciclo celular em
células HCT-116 apds 48 horas de tratamento
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Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados sao expressos como média + e.p.m. de trés experimentos independentes em triplicata
analisados por ANOVA seguido por Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila.

*DXR: Doxorrubicina
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Como esperado, o tratamento com a droga padrdo doxorrubicina induziu
aumento significativo do pico sub-G1 (33,48 + 1,64%; p<0,05), com consequente
diminuicdo na concentracdo de células em GO/G1 (47,84 + 1,92%; p<0,05), e um
discreto aumento na porcentagem de células na fase G2/M (8,88 + 0,39%; p<0,05),

em comparacao aos seus respectivos controles.

5.1.3.2 Avaliacdo do mecanismo de morte celular

5.1.3.2.1 Avaliagcdo dos efeitos de AMTAC-17 sobre a externalizagcdo da

fosfatidilserina

ApoOs 48 horas, as duas concentracdes de AMTAC-17 (30 e 60 pM) induziram
aumento significativo no percentual de células marcadas apenas com Anexina V
(13,49 £ 0,61% e 14,65 + 0,68%, respectivamente; p<0,05 para ambas), bem como
marcadas com Anexina V e IP (38,27 £ 0,71% e 40,76 + 1,65%, respectivamente;
p<0,05 para ambas), em comparacdo aos controles (5,09 £ 0,50%; 4,80 = 0,7%,
respectivamente). As células tratadas com a doxorrubicina também exibiram aumento
guando marcadas apenas com Anexina V (39,93 + 1,39%; p<0,05) e também com
Anexina V e IP (28,01 + 0,65%; p<0,05) em comparacédo aos controles (Figura 7). Por
outro lado, ndo ocorreram diferencas significativas entre os diferentes grupos e o

controle, em relagdo a marcagéao apenas com o IP.
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Figura 7. Efeito de AMTAC-17* e DXR** sobre a marcagdo com Anexina V/IP em

células HCT-116 apds 48 horas de tratamento
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Fonte: SILVA, 2020.
Legenda: Dados sédo expressos como média = e.p.m. de trés experimentos independentes em triplicata

analisados por ANOVA seguido por Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle Anexina V+/PI-;
bp<0,05 comparado ao grupo controle Anexina V+/Pl+.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila.

*DXR: Doxorrubicina

5.1.3.2.2 Analise morfologica da apoptose

A Figura 9 mostra o efeito do AMTAC-17 (30 uM) e a doxorrubicina (2,5 uM)
em células HCT-116 por 48 horas de tratamento. Observa-se que o AMTAC-17 e a
doxorrubicina foram capazes de aumentar o nimero de células duplamente marcadas
com LA e IP (Figura 8A), bem como exibiram caracteristicas morfolégicas da
apoptose, como a formacéo de blebs na membrana, condensacédo de cromatina e

fragmentacao nuclear (setas, Figura 8B).
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Figura 8. Efeito de AMTAC-17* e DXR** sobre a marcagdo com LA/IP em células
HCT-116 apos 48 horas de tratamento
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Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: A: Imagens representativas de células HCT-116 ap6s 48 horas de incubagdo com AMTAC-
17 e a DXR como controle positivo. As células viaveis apresentam nucleo verde claro e uma estrutura
intacta; as células apoptoticas iniciais exibem um nucleo verde claro mostrando condensacédo da
cromatina; as células apoptéticas tardias mostram areas alaranjadas densas (verde/vermelho) de
condensagédo da cromatina e blebs de membrana; e as células necroticas parecem ter niicleo vermelho.
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila.

*DXR: Doxorrubicina
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Figura 8. Efeito de AMTAC-17* e DXR** sobre a marcagdo com LA/IP em células
HCT-116 apos 48 horas de tratamento (continuagao)

B

Controle AMTAC-17 (30 pM) DXR (2,5 uM)

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: B: Visualizacdo de caracteristicas morfolégicas da apoptose em células HCT-116 apés 48

LA+IP

horas de incubagdo com AMTAC-17 e a DXR como controle positivo. As setas em roxo indicam
formacao de blebs de membrana, condensacdo da cromatina e fragmentac&o nuclear.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila.

*DXR: Doxorrubicina

5.1.3.3 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

A Figura 9 representa o efeito do tratamento de 48 horas com o AMTAC-17
sobre a producéo de EROs. Nas concentracdes de 30 e 60 uM se observou diminuicéo
significativa nos niveis de EROs, visualizado a partir da média da intensidade de
fluorescéncia (M.ILF.) (7,84 = 0,08 e 8,12 + 0,14; p<0,05 para ambos,
respectivamente), em comparacao ao controle (31,78 + 0,24), enquanto que o H20:2
apresentou aumento significativo (86,44 + 0,55; p<0,05) em relacdo ao controle.



89

Figura 9. Efeito do AMTAC-17* sobre producdo de EROs em células HCT-116 apos

48 horas de tratamento
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Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados sédo expressos como média + e.p.m. de trés experimentos independentes em triplicata
analisados por ANOVA seguido por Tukey. 3p<0,05 comparado ao grupo controle. M.I.F.: Média da
intensidade de fluorescéncia. H202: Peroxido de hidrogénio. DCF: 2’,7’-diacetato diclorofluoresceina.
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-

9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila.

5.2 Estudos in vivo

5.2.1 Estudos toxicolégicos

5.2.1.1 Avaliacéo da toxicidade aguda em embrides/larvas de peixe-zebra

O tratamento com o AMTAC-17 na concentragcdo de 300 UM ndo causou
mortalidade significativa de embrides e larvas de peixe-zebra. Durante todo o periodo
de observacdo (até 96 horas), nenhuma alteracdo relacionada aos pontos de
letalidade ou qualquer modificagdo morfologica e de desenvolvimento foi observada

nos embrides/larvas.
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Os embrides/larvas dos controles (meio E3 ou DMSO a 0,5%) também néo
apresentaram nenhuma alteracdo durante o periodo de observacéao (Figura 10). Dado
0 exposto, € possivel afirmar que a ClLso para 96 horas de exposicdo de

embrides/larvas de peixe-zebra para 0 AMTAC-17 é maior que 300 pM.

Figura 10. Larvas de peixe-zebra expostas ao AMTAC-17* na concentracdo de 300

MM, ou aos controles meio E3 e DMSO a 0,5% em 96 horas

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Imagens representativas das larvas de peixe-zebra ap6s 96 horas de exposicdo ao AMTAC-
17 ou DMSO 0,5%. A: Controle (meio E3); B: Concentracédo de 300 pM de AMTAC-17; C: DMSO a
0,5% em meio E3.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-

pirrol]-4'-carbonitrila

5.2.1.2 Avaliacado da toxicidade néo clinica aguda

No ensaio de toxicidade néo clinica aguda foi observado que AMTAC-17 nao
provocou mortes na dose de 2000 mg/kg (i.p.). Entre os efeitos comportamentais
avaliados, o Unico efeito observado foi constipacao, que desapareceu apds 4 horas
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de tratamento (Tabela 3). De acordo com o guia n. 423/2001 da OECD, o valor de

DLso foi estimado sendo maior que 5000 mg/kg.

Tabela 3. Efeitos da administracdo de dose Uunica (i.p.) de AMTAC-17* em

camundongos
Efeitos
Grupos Dose M/T** .
comportamentais
Controle - 0/3 Nenhum
AMTAC-17 2000 mg/kg 0/3 Constipagdo até 4 horas

Fonte: SILVA, 2020.

Controle: animais sadios tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solugéo salina).
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

*M/T — Morte/Tratado

5.2.1.3 Avaliagdo da genotoxicidade

A Tabela 4 mostra o numero de eritrocitos micronucleados em sangue periférico
de camundongos ap0Os tratamento com AMTAC-17 (2000 mg/kg) ou com
ciclofosfamida (50 mg/kg). O AMTAC-17 n&o induziu aumento significativo do numero
de eritrécitos micronucleados em sangue periférico (10,67 = 1,11) quando comparado
ao grupo controle (9,50 + 0,76). Como esperado, a ciclofosfamida induziu aumento no
namero de eritrécitos micronucleados (18,40 + 0,52; p<0,05), em comparacdo ao

grupo controle.
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Tabela 4. Efeito da administragdo de dose Unica (i.p.) de AMTAC-17* e ciclofosfamida
no namero de eritrocitos micronucleados em sangue periférico de camundongos apos

48 horas do tratamento

Grupos Dose Nimero de eritrocitos
(mg/kg) micronucleados
Controle - 9,50+ 0,76
AMTAC-17 2000 10,67 £1,11
Ciclofosfamida 50 18,40 + 0,522

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados apresentados como média £ e.p.m. de seis animais analisados por ANOVA seguido
de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle. Controle: animais sadios tratados apenas com o
veiculo (12% de Tween 80 em solucao salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

5.2.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma

ascitico de Ehrlich

5.2.2.1 Volume do tumor, massa tumoral, viabilidade e total celular

Com o tratamento de sete dias com AMTAC-17 ndo ocorreu reducao
significativa do volume tumoral, bem como da massa tumoral nas doses testadas
(12,5; 25 e 50 mg/kg), em comparacao ao grupo controle transplantado (Figura 11A e
B).

Considerando o parametro viabilidade celular, o tratamento com AMTAC-17
promoveu significativa reducdo nas doses de 12,5 mg/kg (70,50 * 4,50 x108
células/mL; p < 0,05), 25 mg/kg (98,7 + 8,07 x10° células/mL; p < 0,05) e 50 mg/kg
(80,17 + 6,00 %108 células/mL; p < 0,05), quando comparados ao grupo controle
(139,42 + 9,13 x10° células/mL), ndo apresentando diferencas significantes entre as
doses (Figura 11C).
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Figura 11. Efeitos do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* e 5-FU** em

camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich
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Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: A: volume tumoral; B: massa tumoral; C: viabilidade celular; D: total celular. Dados
apresentados como média + e.p.m. de oito animais analisados por ANOVA seguido de Tukey. 2p<0,05
comparado ao grupo controle. Controle: animais transplantados com o tumor e tratados apenas com o
veiculo (12% de Tween 80 em solugéo salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila

Em relacdo ao total celular, AMTAC-17 também promoveu reducéo significativa
nas trés doses testadas (12,5 mg/kg: 43,32 + 3,99 x107 células; 25 mg/kg: 61,81 +
8,66 x107 células; e 50 mg/kg: 57,97 + 5,27 x107 células; p<0,05 para todos), quando

comparados ao grupo controle (135,47 + 10,95 x107 células). De forma semelhante
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ao observado para a viabilidade celular, ndo houve diferenca significante no efeito
induzido pelas diferentes doses testadas (Figura 11D).

O grupo tratado com o 5-FU, como esperado, induziu reducéao significativa de
todos os parametros avaliados (volume tumoral: 0,22 £ 0,04 mL; massa tumoral: 0,25
+ 0,05 g; viabilidade celular: 8,00 + 1,43 x10° células/mL; e total celular: 1,41 + 0,30

x107 células; p < 0,05 para todos), em relagéo ao grupo controle.

5.2.3 Investigacdo do mecanismo de acao antitumoral in vivo

5.2.3.1 Anélise do ciclo celular

Na analise do ciclo celular, o AMTAC-17 (12,5 mg/kg) induziu aumento no pico
sub-G1 para 41,48 = 2,59% (p<0,05), associado a uma diminui¢cao na fase GO/G1 para
31,30 £ 2,06% (p<0,05), quando comparados com o grupo controle transplantado com
o tumor (26,16 £ 2,77% e 43,98 = 2,51%, respectivamente) (Figura 12).

O tratamento com a droga padrdo 5-FU também promoveu aumento
significativo do pico sub-G1 (93,43 £ 0,84%; p<0,05), ao passo que reduziu a
porcentagem de células nas fases GO/G1 (1,36 + 0,57%; p<0,05), S (4,40 £ 0,69%;
p<0,05) e G2/M (0,68 + 0,07%; p<0,05), em comparacdo aos Seus respectivos
controles (23,34 + 2,77%; 43,98 + 2,51%; 14,85 + 1,14% e 10,13 = 1,04%,

respectivamente).
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Figura 12. Efeito do tratamento de sete dias com AMTAC-17* e 5-FU** na distribuigéo

de células de carcinoma ascitico de Ehrlich nas diferentes fases do ciclo celular
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Fonte: SILVA, 2020.
Legenda: Dados apresentados como média + e.p.m. de oito animais analisados por ANOVA seguido

de Tukey. 3p<0,05 comparado ao grupo controle. Controle: animais transplantados com o tumor e
tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solugao salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
5.2.3.2 Avaliacao do efeito antiangiogénico

O tratamento com AMTAC-17 (12,5 mg/kg) promoveu reducao significativa da
microdensidade dos vasos tumorais (33,16 + 6,30%; p<0,05) quando comparado ao
grupo controle (100,00 + 8,27%), assim como foi observado no grupo tratado com a
droga padréo 5-FU (26,26 + 1,63%; p<0,05) (Figura 13A). Na Figura 13B é possivel
observar imagens representativas da microdensidade dos vasos dos diferentes

grupos testados.
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Figura 13. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* e 5-FU** na
microdensidade dos vasos peritoneais de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich
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Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: A: Microdensidade dos vasos (%). Determinado pela area ocupada por vasos sanguineos
divididos pela &rea total selecionada. Figuras foram cortadas em tamanho padrédo (1 cm x 1 cm). B:
Imagens representativas de membrana peritoneal dos camundongos submetidos aos diferentes
tratamentos. Dados apresentados como média + e.p.m. de oito animais analisados por ANOVA seguido
de Tukey. 3p<0,05 comparado ao grupo controle. Controle: animais transplantados com o tumor e
tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solucéo salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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5.2.3.3 Quantificacao das citocinas IL-1B, IL-12, IL-4 e TNF-a

O tratamento com o0 AMTAC-17 (12,5 mg/kg) induziu aumento nos niveis das
citocinas pro-inflamatorias IL-18 (553,12 £ 70,57 pg/mL; p < 0,05) (Figura 14A), TNF-
a (148,53 £ 16,67 pg/mL; p <0,05) (Figura 14B) e IL-12 (10,86 + 3,03 pg/mL; p <0,05)
(Figura 14C), quando comparadas ao grupo controle (10,08 + 3,57 pg/mL, 46,59 *
6,43 pg/mL, 4,12 + 0,84 pg/mL, respectivamente). Nao foram observadas diferencas
significantes nos niveis de IL-4 apés o tratamento com AMTAC-17 (Figura 14D).

Nos animais tratados com o 5-FU, foi observado aumento nos niveis de TNF-a
(81,14 + 2,52 pg/mL; p<0,05) e IL-4 (4,67 + 0,26 pg/mL; p<0,05) (Figura 14). O 5-FU
nao promoveu alteracBes significativas nos niveis de IL-1 e IL-12 quando

comparados aos seus respectivos controles.
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Figura 14. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* e 5-FU** na
concentracdo de citocinas no lavado peritoneal de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich

A B
800+ 200-
a a
—. 6001 T 5150+ l
= E
s )
£ 4004 £ .400-
= 7
hD L
~ 200+ E 504 o s
0 ; T E—— 0 : .
Controle AMTAC-17 _5-FU Controle AMTAC-17  5-FU
12,5mglkg 25 mglkg 12,5mglkg 25 mglkg
C D
15+ a 6
TEI 10+ g 4
2 2 T -
o~
- b )
=|l 5+ J— = 24
0 T L L} U L] 1
Controle AMTAC-17 5-FU Controle AMTAC-17 5-FU
12,5mglkg 25mgkg 12,5mg/kg 25 mglkg

Fonte: SILVA, 2020.
Legenda: A: IL-183, B: TNF-q, C: IL-12, D: IL-4. Dados apresentados como média + e.p.m. de cinco

animais analisados por ANOVA seguido de Tukey. 2p< 0,05 comparado ao grupo controle. Controle:

animais transplantados com o tumor e tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solugéo
salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
5.2.3.4 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

A Figura 15 representa o efeito do tratamento de sete dias com AMTAC-17
(12,5 mg/kg) sobre a producdo de EROs em modelo de tumor ascitico de Ehrlich.



99

Pode-se observar que AMTAC-17 néo induziu alteragbes na producédo de EROs em

relacdo ao grupo controle.

Figura 15. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* na producao de

EROs em modelo de tumor de Ehrlich
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Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados apresentados como média + e.p.m. de oito animais analisados por ANOVA seguido
de Tukey. 2p< 0,05 comparado ao grupo controle. Controle: animais transplantados com o tumor e
tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solugdo salina). M.1.F.: Média da intensidade de
fluorescéncia. DCF: 2’,7’-diacetato diclorofluoresceina. H202: Peréxido de hidrogénio.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-

9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

5.2.4 Avaliagcdo da toxicidade em animais transplantados com células de
carcinoma ascitico de Ehrlich

5.2.4.1 Avaliacdo ponderal e do consumo de agua e de racao

Na Tabela 5 estdo expressos os valores referentes ao consumo de agua e de
racao, assim como a evolugcédo ponderal dos animais tratados com AMTAC-17 (12,5

mg/kg) e com a droga padréo 5-FU (25 mg/kg).
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De acordo com os dados obtidos, ndo foram observadas alteracdes
significativas do consumo de agua e de racao, e na evolucdo ponderal dos animais
tratados com AMTAC-17 (12,5 mg/kg). Com relacdo do grupo 5-FU, também néo

ocorreram alteragbes nos parametros avaliados.

Tabela 5. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) no consumo de agua e de racdo, e evolucdo ponderal de

camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich

ST Consur(nn?L(;e agua Consum(o de racao Peso inicial Peso final
9) (@) 9)
Controle 40,07 + 3,65 32,67 £ 6,51 29,30+0,6 35,30+1,6
AMTAC-17 46,67 + 4,94 48,83 + 6,95 28,56 +0,4 31,44 +1,2
5-FU 37,50+ 2,14 25,21+0,76 30,67 +£1,00 28,67 + 0,33

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados apresentados como média + erro padrao da média de oito animais, analisados por
ANOVA seguido por Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle. Controle: animais transplantados
com o tumor e tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solugdo salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila

5.2.4.2 Avaliacao dos parametros bioquimicos e hematoldgicos

A investigacdo dos efeitos toxicolégicos de AMTAC-17 (12,5 mg/kg) com
respeito aos parametros bioquimicos revelou uma diminuicdo significativa nos niveis
das enzimas AST (67,00 £ 4,66 U/L; p<0,05) e ALT (66,99 £ 5,75 U/L; p<0,05) quando
comparado ao grupo controle (120,50 + 17,03 U/L e 106,30 + 14,20 UIL,
respectivamente), porém, apenas 0s niveis de ALT apresentaram reducdo em
comparacao ao grupo sadio (104,19 + 11,46 U/L) (Tabela 6). Ndo foram observadas

diferencas nos parametros ureia e creatinina apos tratamento com AMTAC-17 (12,5

mg/kg).
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O grupo tratado com a droga padrdo 5-FU promoveu aumento nos niveis de
AST (118,10 + 2,30 U/L; p<0,05) com relacédo ao grupo sadio, e de Creatinina (4,69 £

0,07 U/L; p <0,05), em relacédo ao controle transplantado e ao grupo sadio (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* e 5-FU** nos
parametros bioquimicos de sangue periférico de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich

Dose AST ALT Ureia Creatinina
Grupos
(mg/kg) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo Sadio - 88,39+ 8,17 104,19 + 11,46 41,60+ 4,11 0,92 + 0,04
Controle - 120,50 + 17,03 106,30 + 14,20 45,50 + 6,6 1,03 +0,15
AMTAC-17 12,5 67,00 £ 4,662 66,99 * 5,752b 43,10+ 6,2 1,04 £ 0,07
5-FU 25 118,10 + 2,30° 109,98 + 3,33 44,92 + 2,50 4,69 + 0,072

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados apresentados como média = e.p.m. de oito animais, analisados por ANOVA seguido
por Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle. °p<0,05 comparado ao grupo sadio. Controle:
animais transplantados com o tumor e tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solucdo
salina). Grupo sadio: animais sem tumor de Ehrlich (saudaveis), submetidos as mesmas condi¢des
experimentais.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila

Na Tabela 7 estdo expressos o0s valores dos parametros hematologicos de
sangue periférico dos animais apés sete dias de tratamento com AMTAC-17 (12,5
mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg). Pode-se observar que ndo foram identificadas alteragoes
significativas em nenhum dos parametros do eritrograma e leucograma nos animais
tratados com AMTAC-17, quando comparados ao grupo controle transplantado.
Contudo, ocorreu altera¢des nos niveis de CHCM (40,12 + 1,41 g/dL) e aumento na
porcentagem de neutrofilos (13,00 £ 1,92%), quando comparados aos animais sadios
(19,60 + 1,26 g/dL; 2,00 + 0,29%, respectivamente).
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Tabela 7. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-

FU** (25 mg/kg) nos parametros hematoldgicos de sangue periférico de camundongos

transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich

Parametro Grupo sadio Controle AMTAC-17 5-FU
(12,5 mg/kq) (25 mg/kg)
Eritrocitos (108/mm3) 6,57 £ 0,21 6,91 +0,75 5,42 + 0,49 7,45+ 0,64
Hemoglobina (g/dL) 12,96 + 0,39 12,54 + 1,03 10,53 + 0,85 13,45+ 1,27
Hematocrito (%) 35,81+1,24 34,29 + 3,85 28,50 + 4,04 43,08 + 3,97
VCM (fm?3) 54,26 + 1,24 49,89 + 2,52 51,90 + 3,95 56,12 + 2,52
HCM (pQg) 19,65+ 0,33 18,46 £ 0,57 19,56 £ 0,70 17,89 £ 0,35
CHCM (g/dL) 19,60 £ 1,26 37,63 £ 2,30° 40,12 + 1,41 47,98 + 2,602
Leucocitos totais (10mm?3) 11,58 + 0,82 12,07 £ 2,36 8,30 £ 1,46 5,25 + 0,272b
Linfécitos (%) 81,38 + 3,43 78,43 £ 3,31 78,00 + 3,69 94,54 + 1,102
Neutrofilos (%) 2,00 £ 0,29 13,00 £ 1,92 13,43 £2,21° 6,30 + 0,872
Mondcitos (%) 5,42 + 0,64 8,85+1,58 857+1,51 0,71 +0,312b
Eosinofilos (%) 2,00 £ 0,30 1,87 £ 0,39 2,00+0,31 2,00 £ 0,26

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados apresentados como média = e.p.m. de oito animais, analisados por ANOVA seguido
por Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle. °p<0,05 comparado ao grupo sadio. Controle:
animais transplantados com o tumor e tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solucdo
salina). Grupo sadio: animais sem tumor de Ehrlich (saudaveis), submetidos as mesmas condi¢cbes
experimentais.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila

O tratamento com a droga padrdo 5-FU causou alteracées em diferentes
parametros, com aumento significativo no CHCM (47,98 + 2,60 g/dL; p<0,05) em
relacdo ao grupo controle (37,63 £ 2,30 g/dL) e ao grupo sadio (19,60 + 1,26 g/dL),
além de reducdes significativas da contagem de leucocitos totais e dos percentuais
de neutréfilos e mondcitos (5,25 + 0,27 10%mms3; 6,30 + 0,87%; 0,71 + 0,31%,

respectivamente; p<0,05 para todos), quando comparado ao grupo controle (12,07
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2,36 10%/mm3; 13,00 + 1,92%; 8,85 + 1,58%, respectivamente) e ao grupo sadio (11,58
+ 0,82 10%/mm?; 2,00 + 0,29%; 5,42 + 0,64%, respectivamente). Ainda, o tratamento
com 5-FU causou aumento significativo no percentual de linfécitos (94,54 + 1,10%;

p<0,05) quando comparado ao grupo controle (78,43 + 3,31%).

5.2.4.3 Avaliacao dos indices dos orgéaos

O tratamento com AMTAC-17 ou a droga padrdao 5-FU n&o induziram

alteracdes significativas nos indices de coracao, baco, timo, figado e rins (Tabela 8).

Tabela 8. indices dos 6rgéos de camundongos transplantados com carcinoma ascitico
de Ehrlich apés tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-FU**
(25 mg/kg)

indice de indice de indice de indice de indice de
Grupos coracao figado rins baco timo
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Controle 4,20 +£ 0,30 65,40 + 2,10 12,70+ 0,40 5,20 £ 0,50 3,00 £ 0,40
AMTAC-17 3,30 £ 0,50 76,00 + 4,40 12,40 £ 0,80 7,10+ 1,10 2,70 £ 0,30
5-FU 4,32 +0,33 63,86 + 1,30 11,20 £ 0,37 40+0,14 2,30 £ 0,20

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Dados apresentados como média = e.p.m. de oito animais, analisados por ANOVA seguido
por Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle. Controle: animais transplantados com o tumor e
tratados apenas com o veiculo (12% de Tween 80 em solugao salina).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila

5.2.4.4 Analises histoldgicas

Para uma avaliacdo mais detalhada dos possiveis efeitos hepatotoxicos e
nefrotdxicos dos animais tratados com o AMTAC-17 (12,5 mg/kg), andlises
histopatolégicas em HE (hematoxilina e eosina) e tricromio de Masson foram

realizadas (Figura 16).
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Ao exame de microscopia de luz, os figados corados em HE dos animais do
grupo sadio (sem tumor de Ehrlich, porém submetidos as mesmas condi¢cdes
experimentais) apresentaram arquitetura hepatica bem conservada com presenca da
triade portal (ramo da veia porta, da artéria hepética e o ducto biliar), hepatocitos
poligonais uni ou binucleados permaneceram inalterados, organizados em corddes
direcionados para as veias hepaticas terminais, de paredes finas (Figura 16A e B).

Em contrapartida, quando os animais do grupo controle transplantado foram
avaliados, foram observadas visiveis lesdes reversiveis, do tipo esteatose micro e
macrogoticular, caracterizadas pelos inumeros vacuolos esbranquicados no
citoplasma do hepatdcito (Figura 16C e F), uma quantidade moderada de vasos
congestos (Figura 16D), e aumento do numero das células de Kupffer (Figura 16E),
porém 0S espacos portais estavam regularmente distribuidos com a presenca da
triade véasculo-biliar habitual, corddes hepéticos inalterados e néo foi encontrado
necrose de hepatocitos, nem atipias celulares e infiltrado inflamatério.

Os animais tratados com o antineoplasico 5-FU apresentaram arquitetura
lobular preservada, com células de Kupffer e sinusoides hepaticos morfologicamente
preservados (Figura 16G), mas pode ser observado discreto infiltrado
linfoplasmocitario e raros hepatocitos necrosados com nucleo picnético em algumas
areas no tecido (Figura 16H).

Quando avaliados os figados dos animais tratados com o AMTAC-17, pode-se
observar a presenca moderada de infiltrado linfoplasmocitario ao longo do tecido
(Figura 16J) e na capsula de Glisson (Figura 16L), uma discreta esteatose hepatica
microgoticular (Figura 16K), porém, os animais deste grupo ndo apresentaram células
necroticas nem atipicas. As demais caracteristicas morfolégicas em relacéo a triade
portal, cordbes de hepatdcitos, células de Kupffer e arquitetura hepética se
mantiveram inalteradas, semelhante ao grupo sadio (Figura 16l).
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Figura 16. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia do figado de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Histopatologia do figado. Grupo sadio (Figura 17A e B). A-B: Arquitetura dos cordfes
hepaticos. Grupo sadio: animais sem tumor de Ebhrlich, submetidos as mesmas condi¢fes
experimentais.

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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Figura 16. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia do figado de camundongos transplantados com

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Histopatologia do figado. Grupo controle transplantado (Figura 17C, D, E e F). C:
esteatose hepatica (seta preta - HE 400X); D: Congestao vascular (seta vermelha - HE 100X); E: célula
de Kupffer (seta verde - HE 100X). F: esteatose hepatica microgoticular (circulo preto - HE 1000X).
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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Figura 16. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia do figado de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich (continuacéo)

Fonte: SILVA, 2020.
Legenda: Histologia do figado. Grupo tratado com 5-FU (Figura 17G e 17H). G: Triade portal (HE

400x); H: infiltrado inflamatério (seta amarela) e célula necrética (circulo vermelho) (HE 400X).
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila



108

Figura 16. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia do figado de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich (continuacao)

Fonte: SILVA, 2020.
Legenda: Histologia do figado. Grupo tratado com AMTAC-17 (Figura 171, J, K, L). I: Arquitetura dos

cord@es hepaticos e triade portal (HE 100x); J-L: infiltrado linfoplasmocitéario (seta amarela - HE 400X-
J e HE 100X -L); K: esteatose hepética microgoticular (circulo preto - HE 1000X).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila

Os rins removidos do grupo sadio apresentaram parénquima renal bem
preservado. Na area cortical foram observados corpusculos renais de tamanho
regular, envolvidos por fina capsula de Bowman e tufo capilar bem distribuido ao longo
do glomérulo, sustentado por delicado meséangio. Ao redor dos corpusculos, foram
observados numerosos tubulos contorcidos proximais preservados com epitélio
simples cubico e abundante citoplasma, tubulos distais com [imen visivel e citoplasma
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escasso e alca fina de Henle com seu epitélio simples pavimentoso caracteristico de
sua morfologia (Figura 17A). Na medula renal, os numerosos tubulos coletores foram
encontrados sustentados por escasso tecido fibroconjuntivo e revestidos por epitélio
simples com altura variavel, de colunar a cubico (Figura 17B). O sistema vascular do
parénquima renal apresentava diferentes tipos de vasos sanguineos e o tecido
conjuntivo presente entre as estruturas vasculares se encontrava bem distribuido
entre os vasos (Figura 17C e D).

Os demais grupos experimentais, controle transplantado, grupo tratado com 5-
FU e tratado com AMTAC-17 apresentaram morfologia preservada, semelhante aos
animais do grupo sadio quanto as estruturas glomerulares, tabulos contorcidos
proximais e distal da regido cortical e tibulos coletores da regido medular. No entanto,
0S grupos controle transplantado e tratado com 5-FU apresentaram aumento da
deposicao de tecido conjuntivo ao redor dos vasos sanguineos (Figura 17G e K), o
que ndo foi observado nos animais do grupo AMTAC-17 (Figura 170).
Adicionalmente, os animais do grupo controle transplantado também apresentaram

um aumento do ndmero e do tamanho do limen da al¢a fina de Henle (Figura 17F).
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Figura 17. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia dos rins de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Histologia dos rins. Grupo sadio (Figura 18A, B, C e D). A: Cortex renal com glomérulo
preservado circundado por capsula de Bowman com epitélio parietal (seta vermelha), tufo capilar
interno revestido pelo epitélio visceral (seta amarela), tibulos proximais (estrela azul) e distais (estrela
branca) e alca fina de Henle (seta preta) (HE 400x); B: Corte longitudinal da medula renal com tabulos
coletores preservados e luz visivel (estrela vermelha) (HE 400x); C: Tecido conjuntivo perivascular
(reténgulo preto) (TM 400x); D: Corte longitudinal e transversal dos tabulos coletores (TM 100x).
Grupo sadio: animais sem tumor de Ehrlich, submetidos as mesmas condi¢des experimentais.
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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Figura 17. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia dos rins de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich (continuacéo)

'\“i

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Histologia dos rins. Grupo controle transplantado (Figura 18E, F, G e H). E: Glomérulo
preservado com visivel arteriola (circulo vermelho) (HE 400x); F: Tubulo distal (estrela branca) e alga
de Henle (seta preta) (HE 400x); G: Tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM 400x); H:
Cépsula renal preservada (seta branca) (HE 100x).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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Figura 17. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia dos rins de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich (continuacéo)

Fonte: SILVA, 2020.
Legenda: Histologia dos rins. Grupo tratado com 5-FU (Figura 18I, J, K e L). I: Glomérulos e tubulos

preservados na regido cortical (HE 400x) e medular (HE 400x, Figura 18J); K: Tecido conjuntivo
perivascular (retangulo preto) (TM 100x); L: Capsula renal preservada (seta branca) (HE 100x).
*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-
pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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Figura 17. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com AMTAC-17* (12,5 mg/kg) e 5-
FU** (25 mg/kg) na histologia dos rins de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich (continuacéo)

et
« M ):& P

Fonte: SILVA, 2020.

Legenda: Histologia dos rins. Grupo tratado com AMTAC 17 (Figura 18M, N, O e P). M: Glomérulo e
tubulos preservados na regido cortical (HE 400x); N: Glomérulos distribuidos na regido cortical (setas
pretas) (HE 100x); O: Tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM 400x); P: Corte transversal
da medula renal com tabulos coletores preservados e luz visivel (HE 400x).

*AMTAC-17: (E)-5'-0x0-1'-((3,4,5-trimetoxibenzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-
9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila

**5-FU: 5-fluorouracila
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6 DISCUSSAO

A acridina e seus derivados apresentam reconhecida atividade biologica,
incluindo atividade antitumoral, sendo considerados potenciais agentes terapéuticos
para o tratamento do céancer (ALMEIDA et al., 2017; DEMEUNYNCK;
CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001; ZHANG et al., 2014). Nesse contexto, foi objetivo
deste trabalho estudar o potencial antitumoral e possiveis mecanismos de acéo in vitro
e in vivo, bem como a toxicidade, de um novo derivado da acridina, o (E)-5'-oxo0-1'-
((3,4,5-trimetoxi-benzilideno) amino)-1', 5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-
carbonitrila (AMTAC-17).

Nesse estudo, inicialmente foram realizados ensaios in vitro em linhagens
tumorais e ndo tumorais, pela utilizacado de diferentes compostos espiro-acridinicos,
buscando selecionar aquele que apresentasse maior potencial citotdéxico para
linhagens tumorais, com menor toxicidade para células ndo tumorais. Para a avaliacdo
da toxicidade, foi utilizado o ensaio de reducdo do MTT, uma das principais técnicas
empregadas para avaliar a viabilidade celular (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018).

A citotoxicidade dos compostos AMTAC-15, AMTAC-17, AMTAC-18, AMTAC-
21 e AMTAC-22 foi avaliada nas linhagens de células tumorais HCT-116, HelLa, SK-
MEL-28, MCF-7, MDA-MB-231 e PC-3, bem como na linhagem de célula ndo tumoral
L929.

Os compostos apresentaram diferentes potenciais de inibicdo nas diferentes
linhagens celulares, sendo que os compostos AMTAC-15 e AMTAC-18 apresentaram
0S menores potenciais de inibicdo, enquanto que os compostos AMTAC-17, AMTAC-
21 e AMTAC-22 foram 0s mais citotoxicos para as linhagens tumorais. Por outro lado,
com relacdo a linhagem ndo tumoral L929 os compostos apresentaram a seguinte
escala de toxicidade: AMTAC-15<AMTAC-17<AMTAC-18<AMTAC-22<AMTAC-21.

Estes resultados corroboram com Almeida e colaboradores (2016), que
mostram que 0Ss compostos espiro-acridinicos AMTAC-01 e AMTAC-02 apresentaram
atividade antitumoral em diferentes linhagens de células tumorais, incluindo MCF-7 e
PC-3, utilizando o método de sulforrodamina B (SRB). Na mesma perspectiva, o
composto AMTAC-07 também exibiu atividade antiproliferativa nas linhagens MOLT-

4 (leucemia de células T), HL-60 (leucemia promielocitica humana) e HCT-116
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(carcinoma de colon humano) (BATISTA, 2019), e o composto ACMD demonstrou
atividade citotdxica para células HL-60 (SOUSA, 2019).

Dentre os compostos testados nesse estudo, o AMTAC-17 e o AMTAC-21
apresentaram os maiores potenciais antiproliferativos na linhagem HCT-116. Contudo,
0 AMTAC-21 também apresentou alto poder de inibicdo da linhagem de células ndo
tumorais L929, enquanto que o AMTAC-17 demonstrou ser mais seletivo para a célula
tumoral HCT-116, nesse ensaio.

O AMTAC-21 apresenta dois nucleos heteroaromaticos (o ndcleo da quinolina
e 0 nucleo da espiro-acridina), enquanto que o AMTAC-17 apresenta somente o
nacleo da espiro-acridina com um heterociclo (grupo benzilidénico substituido com a
trimetoxila). Possivelmente, a juncéo dos dois heterociclicos podem tornar a AMTAC-
21 mais toxica (semelhante ao observado pela AMTAC-22, que apresenta o nucleo
indol e o nucleo da espiro-acridina), uma vez que 0s compostos testados com somente
um heterociclo (AMTAC-15, -17 e -18) exibiram menor toxicidade para a célula ndo
tumoral L929. Por esse motivo, selecionamos o AMTAC-17 para a continuacdo dos
estudos de atividade antitumoral nas células de carcinoma colorretal humano (HCT-
116).

E de suma importancia o desenvolvimento de terapias para este tipo de cancer,
uma vez que o carcinoma colorretal € um dos tipos mais comuns no mundo,
apresentando de um a dois milhdes de novos casos diagnosticados a cada ano, com
mais de 700.000 mortes anuais (KEW; KOH, 2019; MARMOL et al., 2017). No
contexto do Brasil, foram registradas 18.867 mortes no ano de 2017 de acordo com o
Instituto Nacional de Cancer, e séo previstos 41 mil novos casos anuais para o triénio
2020-2022 (INCA, 2020). Este tipo de carcinoma é tratavel e, muitas vezes, curavel
quando detectado precocemente, porém as chances de cura sao reduzidas quando a
doenca apresenta metastases (INCA, 2020). Desse modo, sdo necessarias terapias
mais especificas para este tipo de cancer, buscando melhorar a sobrevida e qualidade
de vida dos pacientes acometidos com esta doenca.

Os farmacos utilizados na quimioterapia citotoxica exibem diversos efeitos
colaterais, principalmente por ndo serem especificos para as células tumorais,
causando diferentes acdes em células normais que produzem efeitos como alopecia,
vomitos, nduseas e mielossupressado (BARRETO et al., 2014; DAVIDSON et al., 2012,



117

YEAGER; OLSEN, 2011). Nesse contexto, buscou-se demonstrar uma possivel
seletividade do composto para as células tumorais, determinando a Clso do AMTAC-
17 para a linhagem HCT-116, bem como para as linhagens de células ndo tumorais
L929 e HaCaT e em células mononucleares de sangue periférico humano (PBMCs),
em comparacao com a doxorrubicina, um farmaco utilizado na clinica.

Os resultados mostraram que o AMTAC-17 exibiu baixa toxicidade na linhagem
L929, com indice de seletividade (IS) de 3,80. Contudo, o composto apresentou
citotoxicidade para as células HaCaT (IS: 1,15) semelhante a exibida para a linhagem
tumoral HCT-116, além de reduzir significativamente a viabilidade das PBMCs (IS:
0,68). Todavia, a droga padrédo doxorrubicina demonstrou maior efeito citotéxico para
as ceélulas ndo tumorais testadas, observado pelos seus indices de seletividade para
a célula tumoral (HaCaT: 0,10; PBMC: 0,01), que foram inferiores aos exibidos pelo
AMTAC-17. A DXR € conhecida por provocar efeitos colaterais em multiplos érgaos,
como cardiotoxicidade e efeitos no sistema digestorio, tegumentar, nervoso, urinario
e reprodutor, por conta da sua toxicidade ndo seletiva para as células tumorais
(PUGAZHENDHI et al., 2018).

Diante disso, prosseguiram-se 0s ensaios de avaliacdo dos possiveis
mecanismos de acdo antitumoral in vitro do AMTAC-17 em células HCT-116.
Inicialmente foi avaliada a distribuicdo das células nas diferentes fases do ciclo celular,
visto que este é um importante mecanismo de acao antitumoral e diferentes farmacos
utilizados na quimioterapia antineoplasica interferem nesse processo, como o 5-FU,
os alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina), a doxorrubicina, entre outros (MILLS;
KOLB; SAMPSON, 2018).

As diferentes fases do ciclo celular podem ser identificadas de acordo com a
quantidade de DNA marcada com o iodeto de propidio (IP), uma vez que as células
presentes na fase GO/G1 apresentam ploidia tipica (2n — diploides) de células que nao
estdo se dividindo, enquanto que as células em processo de divisédo celular iniciam a
duplicacdo do seu material genético na fase S (>2n), e apresentam o material genético
totalmente duplicado na fase G2/M (4n) (PARAL et al., 2018; WENZEL; SINGH, 2018).
Além disso, ainda ocorre a formagé&o de um pico com quantidade de DNA inferior a do
G1 (<2n), chamado de pico sub-G1. Dados da literatura relacionam o aumento no pico

sub-G1 como um indicativo do processo de apoptose, pois, na andlise por citometria
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de fluxo, os eventos que apresentam uma quantidade de DNA inferior a G1
normalmente correspondem a células com DNA fragmentado, que se constitui um
indicativo do processo de morte celular programada (JERNEI et al., 2019; RICCARDI;
NICOLETTI, 2006; SOMMA et al., 2019). O aumento na porcentagem de células na
fase S e G2/M do ciclo celular também indicam que o composto apresenta efeitos
antimitoticos, capaz de provocar morte das células tumorais (HOFFMAN; YANO,
2019).

Como observado, o AMTAC-17 induziu alteragdes no ciclo celular nas duas
concentracOes testadas, correspondentes a Clso (30 pM) e o dobro da Clso (60 pM),
ambas com aumento no conteddo do DNA em sub-G1, com consequente diminuicédo
da porcentagem de células na fase GO/G1. Com o aumento da concentracdo, o
AMTAC-17 promoveu acumulo de células na fase S do ciclo celular, porém ambas as
concentragdes foram capazes de induzir discretos aumentos na fase G2/M. Dados da
literatura mostram que o composto espiro-acridinico AMTAC-02 é capaz de inibir a
enzima topoisomerase lla, provavelmente por conta da presenga do grupo metoxila
em sua molécula (ALMEIDA et al., 2016), o qual também est4 presente na AMTAC-
17, o que justificaria 0 acamulo de células nas fases S e G2/M do ciclo, apresentando
possiveis efeitos antimetabdlitos e antimitoticos.

Outros derivados acridinicos também promovem alteracées no ciclo celular,
como o composto LS-1-10 que, de maneira semelhante, também promoveu aumento
no pico sub-G1 e acumulo de células em S/G2 (FU et al., 2017). Zhou e colaboradores
(2018) demonstraram, em células de cancer de mama, que o efeito antitumoral de
novos derivados 3-Nitroacridina envolve parada no ciclo celular nas fases GO/G1. O
derivado acridinico ACMD induziu parada do ciclo celular na fase G2/M em células de
leucemia HL-60, indicando que o composto apresenta em sua atividade antitumoral
efeito antimitético (SOUSA, 2019).

As células tratadas com AMTAC-17 também exibiram alteracfes caracteristicas
de apoptose, como externalizagdo da fosfatidilserina, observada pelo aumento de
células marcadas apenas com a Anexina V, nas concentracdes de 30 e 60 uM, bem
como foi possivel observar células duplamente marcadas com laranja de acridina (LA)
e IP, e a presenca de caracteristicas morfoldgicas da apoptose, como a formacéo de

blebs na membrana, condensacéo de cromatina e fragmentacéo nuclear, sugerindo
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que a apoptose € um dos mecanismos de morte celular causado por este composto
espiro-acridinico.

A literatura mostra que os derivados acridinicos induzem morte celular por
apoptose em diferentes linhagens celulares, como o ACMD em células HL-60, apos
72 horas de tratamento (SOUSA, 2019), a série de derivados acridinicos N-
fenilbenzamida-4-metilamina induziu a apoptose de células de leucemia linfocitica
aguda (CCRF-CEM) em 48 horas de tratamento (ZHANG et al., 2019). Uma série de
novos derivados a base de 3-nitroacridina foram capazes de causar apoptose em
células MCF-7 e MDA-MB-231 em 24 horas de tratamento, enquanto que 0S NOVOS
derivados de tetrahidroacridina com porc¢des iodobenzodicas induziram apoptose apos
24 horas de tratamento em células A549 (adenocarcinoma de pulm&o humano) e HT-
29 (adenocarcinoma colorretal humano) (GIREK et al., 2019). O composto 9-(2’-
hidroxietilamino)-4-metil-1-nitroacridina promoveu alteracoes morfolégicas
caracteristicas da apoptose em linhagens celulares de adenocarcinoma pancreatico
humano (Panc-1 e MiaPaCa-2), como encolhimento celular, condensacdo da
cromatina e formacéo de corpos apoptéticos (BOROWA-MAZGAJ et al., 2017).

O estresse oxidativo associado a elevada producao de EROs representa um
dos mecanismos de toxicidade apresentado por grande parte dos agentes
qguimioterapicos (VICTORINO et al., 2014; ZHU et al., 2020). Em contrapartida, as
EROs desempenham papel crucial na sobrevivéncia, proliferagdo e migracdo de
células tumorais, estando envolvidas em todas as etapas da carcinogénese, incluindo
a iniciacdo, promocao e progressao da doenca, além de estar envolvidas no processo
de metastase (AGGARWAL et al., 2019; BABU; TAY, 2019).

Nesse estudo, observou-se que o AMTAC-17 promoveu significativa
diminuicdo dos niveis de EROs, 0 que sugere que parte de seu mecanismo de acao
antitumoral in vitro envolve o seu potencial antioxidante. Estudos indicam que a
utilizacdo de antioxidantes podem diminuir EROs intracelular e reduzir o risco de
desenvolver o cancer (GALADARI et al., 2017; HE et al., 2017). Derivados acridinicos
da série 9-(2-(1-arylethylidene)hydrazinyl)acridine demonstraram capacidade
antioxidante por diminuir os niveis de radicais livres, radicais superéxido, 0xido nitrico
e peroxido de hidrogénio em modelos in vitro (HAIDER et al., 2019). Por outro lado,

o composto N-{(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil}-2-butilacridina-9-amina apresenta
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como parte de seu mecanismo de agéo a inducao de estresse oxidativo em estudos
in vitro com células da linhagem HCT-116 (CHEN et al., 2015b).

Dados encontrados para o composto DTX-VNS, um nanosistema com
Docetaxel (farmaco antimitotico utilizado no tratamento do cancer), mostram que o
mesmo induziu significativa reducdo nos niveis de EROs em células tumorais,
reduzindo os efeitos colaterais e promovendo uma melhora dos efeitos antitumorais
do farmaco (ZHU et al., 2020). Ainda, Jeon e colaboradores (2019) demonstraram a
importancia dos antioxidantes no tratamento do carcinoma hepatocelular, utilizando a
guercetina, um flavonoide natural com reconhecida atividade antioxidante, que reduziu
significativamente a proliferacdo de células HepG2 por meio da reducéo nos niveis de
EROs intracelulares.

Em suma, estes resultados in vitro do AMTAC-17 mostram que este composto
acridinico apresenta atividade antitumoral na linhagem de céancer de c6lon humano
HCT-116, associada a acdo antioxidante, e a alteracdes no ciclo celular,
externalizacao de fosfatidilserina e alteracdes morfologicas, tais como a formacao de
blebs na membrana, condensacédo de cromatina e fragmentacdo nuclear, que, em
conjunto, sugerem inducédo de morte celular por apoptose.

Considerando os dados promissores obtidos, o presente estudo progrediu com
este composto visando compreender o seu perfil de toxicidade, bem como a atividade
antitumoral in vivo.

Os estudos toxicolégicos com o AMTAC-17 iniciaram pelo teste de toxicidade
em embrides de peixe (teste FET) utilizando o modelo de peixe-zebra (Danio rerio),
segundo o guia n° 236 da OECD (2013) que busca determinar a toxicidade aguda ou
letal de produtos quimicos em estagios embrionarios dessa espécie (OECD, 2013).
Ensaios com embriGes e larvas de peixe-zebra estdo sendo cada vez mais utilizados
como modelos toxicolégicos, uma vez que apresentam testes rapidos e que 0s
resultados obtidos sdo semelhantes aos de outros vertebrados, inclusive para o ser
humano (BAMBINO; CHU, 2017; FALCAO et al., 2018).

De acordo com a metodologia do teste FET, os embriées devem ser avaliados
por 96 horas de exposicdo ao produto quimico em teste, sendo feitas avaliacdes a
cada 24 horas dos indicadores de letalidade, como a coagulacdo do embrido, falta de
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somitos, ndo descolamento da base cauda e falta de batimentos cardiacos, a fim de
determinar a concentragéo letal média (CLso) (BRAUNBECK et al., 2014).

Devido ao fato de que a CLso para 96 horas de exposi¢do de embrides/larvas
de peixe-zebra ao AMTAC-17 foi maior que 300 uM, pode-se concluir que este
composto apresenta baixa toxicidade nesse modelo, visto que o valor da CLso é maior
que dez vezes o valor da Clso em células tumorais da linhagem HCT-116, isto €, o
AMTAC-17 é seletivamente mais toxico as células tumorais do que aos embrides de
peixe-zebra. Na mesma perspectiva, o composto espiro-acridinico AMTAC-07
apresentou baixa toxicidade no mesmo modelo avaliado (BATISTA, 2019). O
composto hibrido tiofeno-acridinico, ACS03, exibiu algumas alteracées morfologicas
nos embrides, porém apenas em concentracdes a partir de 126,42 uM, cerca de cinco
vezes maiores que a Clso da substancia para células HCT-116 (LISBOA et al., 2020)

Posteriormente, foi realizado o teste de toxicidade ndo clinica aguda em
camundongos, o qual buscou determinar doses seguras a serem utilizadas nos
ensaios farmacoldgicos, sendo esta a primeira etapa a ser realizada em estudos de
toxicidade ndo clinica para selecionar novos candidatos a farmacos (OECD, 2001).
Ainda, neste ensaio também foi realizada a triagem psicofarmacoldgica com o objetivo
de observar efeitos sobre o0 SNC e o0 SNA (ALMEIDA et al., 1999).

Considerando que o AMTAC-17 apresentou DLso maior que 5000 mg/kg em
camundongos, sendo classificado na categoria 5 de acordo com o Globally
Harmonized Classification System (GHS), bem como o Unico efeito observado na
avaliacdo comportamental foi constipacdo, que desapareceu ap6és 4 horas do
tratamento com a dose de 2000 mg/kg, pode-se inferir que 0 AMTAC-17 possui baixa
toxicidade néo clinica aguda em camundongos, por via intraperitoneal.

Estes resultados corroboram com os observados por Batista (2019) para o
composto espiro-acridinico AMTAC-07, que também mostrou baixa toxicidade aguda,
uma vez que sua DLso também foi estimada como maior que 5000 mg/kg.
Similarmente, outro derivado acridinico, ACS-AZ10, exibiu baixa toxicidade aguda,
visto que a DLso foi estimada como maior que 2000 mg/kg (MANGUEIRA et al., 2017).
Para o derivado acridinico ACS-AZ, a DLso foi estimada em torno de 500 mg/kg
(MANGUEIRA, 2019), enquanto que para o derivado ACMD foi estimada em torno de
1000 mg/kg (SOUSA, 2019). Contudo, relatos da literatura mostram que alguns
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derivados acridinicos podem também apresentar alta toxicidade aguda (PAN et al.,
2007).

Adicionalmente, foi avaliada a genotoxicidade, que € um efeito colateral
comumente observado com o uso de drogas antineoplasicas em resposta aos danos
ao DNA, causando morte celular (QUISPE-TINTAYA et al., 2018). Contudo, células
normais também podem ser afetadas, podendo provocar alteracdes genéticas e
inducao de tumores secundarios em pacientes em tratamento (GAJSKI et al., 2016).

Entre os ensaios responsaveis por analisar a genotoxicidade, temos o0 ensaio
do micronicleo, o qual € muito utilizado para avaliar a inducdo de aberracbes
cromossOmicas em sangue periférico de roedores (HAYASHI, 2016). O micronucleo
€ um pegueno corpo de cromatina extranuclear, envolvido a um envelope nuclear,
localizado no citoplasma da célula, formado por conta da ndo incorporagdo de um
cromossomo, ou parte dele, nos nucleos das células formadas durante a divisdo
celular (TOBOLSKA et al., 2018).

Observando que o AMTAC-17 (2000 mg/kg, i.p.) ndo induziu aumento
significativo no nimero de micronucleos, pode-se inferir que 0 mesmo nao possuli
efeito genotdxico in vivo, nas condi¢cdes experimentais avaliadas. Este resultado
corrobora com os dados encontrados para os derivados acridinicos AMTAC-07 (2000
mg/kg, i.p.), ACS-AZ (150 mg/kg, i.p.), ACS-AZ10 (2000 mg/kg, i.p.) e ACMD (300
mg/kg, i.p.), 0S quais ndo apresentaram potencial genotdxico em sangue periférico de
camundongos (BATISTA, 2019; MANGUEIRA et al., 2017; SOUSA, 2019). Todavia, a
literatura mostra que derivados da acridina, incluindo a m-AMSA, podem exibir
potencial mutagénico em células saudaveis (ATTIA, 2011; DI GIORGIO et al., 2011,
HSU et al., 2016).

Considerando que o AMTAC-17 apresentou baixa toxicidade nos modelos in
vivo estudados, obteve-se seguranca para a avaliagdo da atividade antitumoral do
composto em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich (CAE), um adenocarcinoma
mamario murino transplantavel, que desenvolve uma carcinomatose peritoneal de
maneira muito rapida e agressiva, apresentando grande acumulo de fluido no abdome
do animal (ascite) por conta da reacao inflamatéria local promovida pelo tumor, com
consequente aumento da permeabilidade vascular peritoneal (FASTAIA; DUMONT,
1976; FERNANDES et al., 2015).
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Nesse sentido, o0 CAE se constitui como um viavel modelo in vivo, pois permite
uma investigacdo detalhada do perfil inibitério do tumor, promovido pela substancia
em estudo, sendo entdo um modelo bem estabelecido para a investigacdo de novos
compostos bioativos (FERNANDES et al., 2015; LISBOA et al., 2020; MANGUEIRA et
al., 2017; SANTOS et al., 2018).

A droga antitumoral padrao utilizada foi o 5-FU, um antimetabdlito, analogo da
pirimidina, que apresenta a substituicdo do hidrogénio na posicdo C-5 da base
nitrogenada uracila por um flGor. Ele exerce seu efeito antitumoral pela sua conversao
em metabolitos ativos, como 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-monofosfato (FAUMP) —
responsavel pela inibicdo da enzima timidilato sintase, que resulta na diminuicdo da
producdo da base timina, necessaria para a sintese e reparo do DNA — (TOREN et
al., 2018), 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato (FAUTP) e 5-fluorouridina-5’-trifosfato
(FUTP) — capazes de se incorporar ao DNA e RNA, respectivamente, interferindo no
processo de replicacdo do material genético e no processo de sintese proteica por
produzir RNAs alterados (THOMAS et al., 2016).

Nesse estudo, o tratamento de sete dias com o AMTAC-17 em animais
transplantados com CAE provocou reducao significativa dos parametros viabilidade e
total celular, sendo possivel concluir que 0 AMTAC-17 também apresenta atividade
antitumoral in vivo. Pelo fato de ndo terem sido observadas diferencas significativas
entre as doses testadas (12,5, 25 e 50 mg/kg), a dose de 12,5 mg/kg foi selecionada
para a investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo do composto em estudo.

Derivados acridinicos apresentam reconhecida atividade antitumoral in vivo
(GALDINO-PITTA et al., 2013; KUKOWSKA, 2017; MANGUEIRA et al., 2017). Em um
estudo de FU e colaboradores (2017) foi mostrado que um derivado acridinico, LS-1-
10, demonstrou atividade antitumoral in vitro e in vivo em células de cancer de coélon,
por meio de inibicdo da degradacdo autofagica e inducdo de apoptose. O derivado
tiofeno-acridinico ACS03 exibiu potente atividade antitumoral in vitro na linhagem
celular HCT-116 e in vivo em modelo de CAE (12,5 mg/kg, i.p.) (LISBOA et al., 2020).
Os derivados acridinicos AMTAC-07, ACS-AZ e ACMD, também exibiram atividade
antitumoral in vivo em modelo de CAE, todos na dose de 50 mg/kg (i.p.) (BATISTA,
2019; MANGUEIRA, 2019; SOUSA, 2019).
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Corroborando com o resultado obtido nos ensaios in vitro, o tratamento dos
animais por sete dias com AMTAC-17 (12,5 mg/kg) induziu aumento no pico sub-G1,
associado a uma diminuicdo da porcentagem de células na fase GO/G1, indicativo do
processo de apoptose, como descrito anteriormente. A literatura mostra que derivados
da acridina também apresentam como um dos seus mecanismos de a¢do in vivo a
inducao da parada no ciclo celular para promover seus efeitos antitumorais, como € o
caso do ACS-AZ10, que induziu a parada do ciclo celular na fase G2/M, com
consequente reducdo na porcentagem de células nas fases GO/G1 e S, em modelo
de CAE (MANGUEIRA et al., 2017). Por outro lado, o composto espiro-acridinico
AMTAC-07 néo exibiu efeitos sobre o ciclo celular como parte do seu mecanismo de
acao antitumoral (BATISTA, 2019).

A formacao de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes, a
angiogénese, é um processo essencial para o desenvolvimento do céancer
(HANAHAN; WEINBERG, 2011), sendo a terapia antiangiogénica um importante alvo
para a acao de drogas antitumorais, uma vez que previne o crescimento tumoral por
interromper o fornecimento de oxigénio e nutrientes, bem como impede o processo de
metastase (LUGANO; RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2019). O processo de
angiogénese depende da coordenacdo de muitos fatores que estdo presentes no
microambiente tumoral, como indutores e inibidores, e, desse modo, o entendimento
das interacGes entre esses componentes € uma importante estratégia terapéutica
contra o cancer (HINSHAW; SHEVDE, 2019; MAIJNOONI et al., 2019).

O composto AMTAC-17 induziu uma diminui¢cdo na microdensidade dos vasos
peritoneais, sugerindo que seu mecanismo de acdo antitumoral envolve um efeito
antiangiogénico, corroborando com os resultados encontrados para outros derivados
acridinicos, como o AMTAC-07, o ACMD, o ACS-AZ e o ACS-AZ10, que igualmente
diminuiram a microdensidade vascular no mesmo modelo experimental (BATISTA,
2019; MANGUEIRA et al., 2017; MANGUEIRA, 2019; SOUSA, 2019).

Diferentes derivados acridinicos apresentam atividade antiangiogénica
relatada, como os derivados 9-aminoacridina, que exibiram potente inibicdo das
tirosinas cinases VEGFR-2 e Src nas linhagens celulares K562 (leucemia mieloide
cronica), HepG-2 (carcinoma hepatocelular), e MCF-7 (LUAN et al., 2011). Pérez e

colaboradores (2017) também mostraram novos derivados acridinicos com potente
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efeito antiangiogénico em um ensaio de formacdo de tubo endotelial em células
EA.hy926 (linhagem de células da veia umbilical humana).

No microambiente tumoral sdo encontrados diversos mediadores que
contribuem para o desenvolvimento tumoral, por meio da interacdo de células
tumorais com células do estroma e diversos mediadores, como citocinas, quimiocinas,
EROs, entre outros (AGGARWAL et al., 2019; WANG et al., 2017a). As citocinas sao
importantes mediadores que favorecem a comunicacéo intercelular, desempenhando
um papel dual de induzir o crescimento tumoral, ou ainda podem estar envolvidas na
atividade antitumoral (RIBEIRO FRANCO et al., 2020; ZAMARRON; CHEN, 2011).

Nesse contexto, 0o AMTAC-17 promoveu aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1B, TNF-a e IL-12. IL-12 € uma citocina conhecida pela sua
acao antitumoral e antiangiogénica, por meio da reducédo da producdo do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) e da metaloproteinase-9 (LU, 2017,
TUGUES et al.,, 2015). Desse modo, o efeito causado pelo AMTAC-17 na
microdensidade dos vasos pode ser dependente da acdo antiangiogénica
desempenhada pela IL-12.

IL-1B e TNF-a sdo conhecidas por desempenhar efeitos antitumorais, uma vez
gue representam citocinas de perfil Thl, conhecidas por seu efeito citotdxico contra
células tumorais (SANTOS et al., 2018; XU, 2014). Este efeito pode envolver ativacédo
de células da imunidade inata, como macréfagos neutréfilos e células dendriticas,
para ativar a fagocitose, e adaptativa, como os linfécitos — para secretar mais citocinas
pré-inflamatérias — e a ativacdo de células T citotoxicas (PELKA; DE NARDO, 2018;
PETTY; YANG, 2017, WELCH; FISHER, 2016), além de favorecer respostas
inflamatorias e serem importantes indutoras da apoptose das células tumorais (SHEN
et al., 2017; YUAN et al., 2018). Considerando que ocorreu aumento dessas citocinas
apoés o tratamento com AMTAC-17, € possivel inferir que esse composto promove
imunomodulacdo do microambiente tumoral a induzir efeitos citotoxicos contra as
células tumorais.

Ainda, observou-se que o composto nao alterou os niveis de IL-4, o que é
interessante porque esta € uma citocina que apresenta reconhecido perfil de

favorecimento do crescimento tumoral, uma vez que é responsavel por polarizar a
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resposta imune para um perfil Th2 e desempenhar papel antiapoptético (LI et al., 2008;
SUZUKI et al., 2015).

Dados relacionados ao perfil imunomodulador de derivados acridinicos séo
escassos na literatura. Contudo, Harada e colaboradores (2017) mostraram que o
derivado acridinico quinacrina promove o aumento de TNF-a em células A549
(carcinoma de pulmé&o humano), responsavel pela inibicdo da expressdo da molécula
de adesao intercelular-1, que tem importante papel na progressao do cancer e inducao
de metastase. Ainda, foi observado que o composto AMTAC-07 induziu aumento de
IL-1B, IL-4, TNF-a e CCL-2 (BATISTA, 2019), o derivado acridinico ACMD promoveu
aumento nas concentracfes de IL-12 e TNF-a (SOUSA, 2019), enquanto que o
composto ACS-AZ promoveu aumento de TNF-a e de IL-4 (MANGUEIRA, 2019),
todos em modelo in vivo de CAE, sendo possivel inferir que os derivados acridinicos
podem modular a resposta inflamatéria contra células tumorais por meio da expressao
de citocinas pro-inflamatorias.

Diferentemente do que foi exibido in vitro, 0 AMTAC-17 nédo induziu alteracdes
significativas nos niveis de EROs, inferindo que, no modelo in vivo, ndo ocorre a
modulagdo do estresse oxidativo como parte do seu mecanismo de ag&o. Sugerimos
gue este fato pode estar relacionado a metabolizacdo da molécula, pelo processo de
O-desalquilacéo, capaz de transformar os grupamentos metoxilas em hidroxilas, pela
perda dos grupamentos alquilicos (CHs), e essas hidroxilas podem manter a atividade
antitumoral do composto, porém as metoxilas apresentam maior potencial
antioxidante (JIANG et al., 2019), como foi observado nos estudos in vitro.

Desse modo, estes resultados in vivo do AMTAC-17 mostram que este
composto apresenta atividade antitumoral em modelo de CAE, associada ao aumento
no pico sub-G1, um indicativo de apoptose, além de apresentar efeito antiangiogénico
e imunomodulador para um perfil Thl de resposta.

Considerando a importancia da avaliacdo da toxicidade para determinar a
aplicabilidade de um candidato a farmaco, buscou-se avaliar a toxicidade desse
composto, uma vez que os farmacos antitumorais apresentam uma série de efeitos
adversos, sendo este um dos principais problemas da quimioterapia citotdxica
(CLAVO et al., 2019). Para isso, avaliou-se o perfil de toxicidade do AMTAC-17 apos
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sete dias de tratamento em modelo de CAE, o que caracteriza o acumulo da
substancia no organismo.

Com relacdo ao consumo de agua, de alimento e a evolugdo ponderal,
pardmetros que oferecem indicios de toxicidade sistémica, constatou-se que nao
ocorreram alteragdes nos animais tratados com a dose de 12,5 mg/kg de AMTAC-17.
Esse resultado é de suma importancia, uma vez que, entre os farmacos anticancer, é
um achado comum a presenca de disturbios gastrointestinais, provocando nauseas,
vomitos, diarreia e, consequentemente, desnutricdo (DAVIDSON et al., 2012). Outros
derivados acridinicos apresentaram resultados semelhantes ao AMTAC-17, como o
ACS-AZ10 (MANGUEIRA et al., 2017), o AMTAC-07 (BATISTA, 2019) e o ACMD
(SOUSA, 2019), os quais ndo induziram quaisquer alteracdes nos parametros citados,
enquanto que o derivado ACS-AZ apresentou como Unico efeito a reducdo no
consumo de agua pelos animais (MANGUEIRA, 2019).

Os indices dos 6rgéaos coracéao, baco, timo, figado e rins dos animais nao foram
alterados apos sete dias de tratamento com o AMTAC-17. De maneira semelhante,
os derivados acridinicos AMTAC-07, ACMD, ACS-AZ e ACS-AZ10 também n&o foram
observadas alteracbes nos indices desses 0Orgdos estudados (BATISTA, 2019;
MANGUEIRA et al., 2017; MANGUEIRA, 2019; SOUSA, 2019). Para aprofundar os
estudos sobre uma possivel toxicidade de AMTAC-17 em nivel tecidual, foi realizada
analise histologica em figado e rins dos animais experimentais.

O figado é o principal 6rgéo responsavel pelo metabolismo de farmacos, além
de promover a geracao de metabdlitos ativos ou toxicos (TREFTS; WILLIAMS;
WASSERMAN, 2015), enquanto que 0s rins sdo o principal érgdo excretor, essenciais
para a manutencdo da homeostase do organismo (NAWATA; PANNABECKER,
2018). Diferentes quimioterapicos sdo conhecidos por causarem lesdes hepéticas,
bem como induzir nefrotoxicidade. Dentre estes, podem ser citados a ciclofosfamida,
gue provoca hepatotoxicidade (BHAT et al.,, 2018), e a cisplatina, que ¢é
frequentemente associada a danos renais (DUFFY et al., 2018).

Normalmente, para realizar diagnosticos que verificam as condi¢des do figado,
sao realizados exames bioquimicos que incluem a avaliacdo das enzimas alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), que se encontram em

alta concentracdo nas células do figado, as quais conseguem demostrar possiveis
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danos que podem ocorrer no 6rgdo e, a depender do padrdo de aumento, podem
favorecer diferentes diagnosticos, uma vez que lesdes nas células hepaticas
promovem a liberacdo dessas enzimas no plasma. Contudo, a AST também pode ser
encontrada em outras células, como no musculo, pulmdes, rins, pancreas e eritrocitos,
ndo sendo considerado um marcador especifico de lesdo hepatica (LALA; MINTER,
2019; XU; HIGGINS; CEMBROWSKI, 2015).

O tratamento com AMTAC-17 causou diminui¢do nos niveis da enzima ALT em
comparacao ao controle transplantado e ao grupo sadio. Contudo, este valor (66,99
U/L) esté dentro dos parametros bioguimicos normais para a espécie em estudo (25
— 100 U/L) (GAD, 2007). Esses dados corroboram com a andlise histopatoldgica, na
qual foi possivel observar discretas alteracdes histoldgicas, como a presenca de
pouco infiltrado linfoplasmocitario e discreta esteatose hepética microgoticular. A
esteatose € tipicamente observada no inicio de les6es hepaticas (RUTKOWSKI,
2019), sendo este achado também presente no grupo controle transplantado,
sugerindo que seja uma reacao ao proprio tumor (PITA, 2010).

Corroborando com os dados encontrados nesse estudo, os derivados
acridinicos AMTAC-07, ACS-AZ10 e ACMD demonstraram baixa toxicidade hepatica
em estudos com o mesmo modelo experimental (BATISTA, 2019; MANGUEIRA et al.,
2017; SOUSA, 2019). O derivado acridinico ACS-AZ induziu moderada toxicidade
hepética, caracterizada pelo acumulo de lipideos citoplasmaticos caracteristico de
esteatose hepatica e processos degenerativos (MANGUEIRA, 2019). Ainda, em
estudo realizado em 2007, Pan e colaboradores evidenciaram efeitos hepatotdxicos
do derivado acridinico Bis(7)-tacrine, com aumento nos niveis de ALT e AST.

Com relacdo a andlise da funcdo dos rins, esta pode ser realizada pelos
exames bioquimicos que mensuram as concentracfes plasméaticas de ureia e
creatinina, visto que, em condi¢cdes normais, seus niveis permanecem constates,
porém, em casos de disfungéo renal, estes produtos que deveriam ser eliminados
pelos rins se acumulam, provocando aumento nos seus niveis plasmaticos (NAYAK;
RAI, 2017; ZHANG; GUO; ZHANG, 2017).

Apos o tratamento com o AMTAC-17 n&o houve alteragéo nos niveis de ureia
e creatinina. Corroborando com este resultado das analises bioquimicas, a andlise

histopatolégica dos rins dos animais experimentais ndo evidenciou quaisquer
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alteracdes neste orgdo, podendo-se inferir que este composto apresenta baixa
toxicidade renal. Resultados semelhantes foram encontrados para os derivados
acridinicos ACS-AZ10 (MANGUEIRA et al., 2017), ACS-AZ (MANGUEIRA, 2019) e
AMTAC-07 (BATISTA, 2019), que ndo induziram alteracdes nos niveis sanguineos de
ureia e creatinina. Por outro lado, o derivado acridinico ACMD provocou aumento na
concentracdo sérica de ureia e creatinina, sugestivo de disfuncédo renal (SOUSA,
2019).

Com respeito as analises hematologicas, observa-se que o tratamento de sete
dias com AMTAC-17 n&o promoveu alteragdo em nenhum dos parametros avaliados,
diferentemente da maioria dos farmacos antineoplasicos, 0s quais apresentam
toxicidade ndo seletiva para as células tumorais, provocando efeitos em células
saudaveis (BARRETO et al., 2014). Contudo, ocorreu aumento nos niveis de CHCM
(concentracdo hemoglobinica corpuscular média) e no percentual dos neutréfilos em
relacdo ao grupo sadio, porém € possivel inferir que estas alteracdes observadas no
grupo tratado com o AMTAC-17 néo teriam relacdo com o tratamento em si, podendo
estar relacionadas a prépria doenca, visto que o grupo controle transplantado também
apresentou estas alteracdes com relagcéo ao grupo sadio (PITA, 2010).

Informacdes a respeito de toxicidade hematoldgica dos derivados acridinicos
sdo escassas na literatura. Todavia, resultados semelhantes foram observados para
0 os derivados acridinicos AMTAC-07 e ACS-AZ, 0s quais ndo apresentaram
toxicidade hematoldgica apés tratamento de sete dias em modelo de tumor de Ehrlich
(BATISTA, 2019; MANGUEIRA, 2019). Por outro lado, o composto ACMD apresentou
reducdo na concentracdo de hemoglobina e do hematdcrito, o que é sugestivo de
anemia (SOUSA, 2019), e o composto ACS-AZ10 exibiu diminui¢do nas porcentagens
de linfdcitos e neutréfilos, comparados ao controle transplantado (MANGUEIRA et al.,
2017).

Estes resultados sdo de grande importancia, uma vez que a maioria dos
antineoplasicos encontrados na clinica provocam toxicidade hematoldgica, com
efeitos como anemia (RODGERS; GILREATH, 2019) e mielossupressédo (BARRETO
et al., 2014), normalmente causando alteracdes graves, 0s quais limitam a dose e o
tempo do tratamento, podendo causar a morte do individuo. Este fato pode ser

confirmado com os resultados obtidos pela droga padrédo utilizada, 5-FU, que
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provocou alteragdes em diferentes parametros analisados (CHCM, leucdcitos totais,
linfocitos, neutroéfilos e mondcitos), como ja descrito na literatura (JEONG et al., 2019).

Considerando todos os dados apresentados, € possivel inferir que o novo
composto espiro-acridinico AMTAC-17 apresenta significativa atividade antitumoral
em estudos in vitro e in vivo, com mecanismos envolvendo alteragdes no ciclo celular,
inducdo de apoptose, bem como acdo antioxidante, antiangiogénica e
imunomoduladora, associado a baixa toxicidade. Esses resultados estimulam a
continuacdo dos estudos com esta molécula, visando contribuir com o

desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para o tratamento do cancer.



Conclusio
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7 Conclusao

Com base nos estudos realizados é possivel concluir que 0 hovo composto
espiro-acridinico AMTAC-17:

e Apresenta atividade antitumoral in vitro em linhagem celular de carcinoma
colorretal humano (HCT-116), associada a interferéncia no ciclo celular,
inducao de apoptose e agao antioxidante;

e Possuiindice de seletividade para células tumorais (HCT-116) superior a droga

padrdo doxorrubicina;

e Apresenta baixa toxicidade ndo clinica aguda em embrides/larvas de peixe-

zebra e em camundongos, bem como baixo potencial genotoxico;

e Apresenta atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascitico de
Ehrlich, por interferir no ciclo celular e exercer efeitos antiangiogénicos e

imunomoduladores;

e Apresenta baixa toxicidade in vivo, considerando parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histoldgicos dos animais transplantados com carcinoma

ascitico de Ehrlich submetidos ao tratamento de sete dias.
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ANEXO D - Fluxograma de realizag&o do teste de toxicidade aguda com dose
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ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificacdo dos efeitos
(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

0 min

15 min

30 min

60 min

4 h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecédo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulagéo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorgdes abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2- SN AUTONOMO
Diarréia

Constipagdo

Defecacdo aumentada
Respiracdo forgcada
Lacrimejamento

Miccéo

Salivacédo

Cianose

Ténus muscular

Forca para agarrar

3- MORTE

Fonte: ALMEIDA et al. (1999)
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Abstract: Tumor cells have specific features, including angiogenesis induction, cell cycle
dysregulation, and immune destruction evasion. By inducing a T helper type 2 (Th2)
immune response, tumor cells may favor immune tolerance within the tumor, which allows
progression of cancer growth. Drugs with potential antitumor activity are the spiro-acridines,
which is a promising new class of acridine compounds. Herein, the novel spiro-acridine
(E)-5’-ox0-1'-((3,4,5-trimethoxybenzylidene)amino)-1’,5'-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-
4’-carbonitrile (AMTAC-17) was synthesized and tested for antitumor effects. Toxicity evaluation
was performed in mice after acute treatment (2000 mg/kg, intraperitoneally, i.p.). The Ehrlich ascites
carcinoma model was used to investigate the antitumor activity of AMTAC-17 (12.5, 25, or 50 mg/kg,
i.p.) after seven days of treatment. Effects on the cell cycle, angiogenesis, and inflammatory responses
were investigated. LDs (lethal dose 50%) was estimated to be higher than 5000 mg/kg. AMTAC-17
reduced the Ehrlich tumor’s total viable cancer cells count and peritumoral micro-vessels density,
and induced an increase in the sub-G1 peak. Additionally, there was an increase of Th1 cytokine
profile levels (IL-13, TNF-«, and IL-12). In conclusion, the spiro-acridine compound AMTAC-17
presents low toxicity, and its in vivo antitumor effect involves modulation of the immune system to a
cytotoxic Th1 profile and a reduction of tumor angiogenesis.

Keywords: spiro-acridine compound; angiogenesis; antitumor activity; immune response

Molecules 2020, 25, 29; doi:10.3390/molecules25010029 www.mdpi.com/journal/molecules
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1. Introduction

Cancer cells exhibit specific hallmarks including cell cycle dysregulation and angiogenesis
induction, besides producing a tumor microenvironment where tumor cells are associated with bioactive
molecules of inflammatory stromal cells to induce their proliferation, survival, and angiogenesis [1].
Cell cycle dysregulation is related with the maintenance of proliferative signaling and resistance to
apoptosis [2]. In addition, angiogenesis induces the tumor growth by providing oxygen and nutrients
as well as favoring metastasis [3].

Moreover, tumor cells can escape immune surveillance cells [4], promoting immune tolerance to
the tumor by favoring the establishment of a Th2 immune response, expressing cytokines like IL-4,
IL-10, and TGF-p [5]. Previous studies show that a sustained immune change from Th2 to Thl profiles
is critical for tumor cell death [6].

Spiro-acridines are a promising new class of acridine derivatives [7], which have been
obtained by spirocyclization reactions yielding a five-membered or six-membered spiro ring
attached to acridine C-9 carbon [8]. These compounds have shown DNA binding capacity,
inhibition of human topoisomerase Il and tyrosinase enzyme, and antiproliferative activity against
tumor cell lines [8-10]. Herein, we described the synthesis of a novel spiro-acridine compound,
(E)-5’-0x0-1"-((3,4,5-trimethoxybenzylidene)amino)-1’,5'-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-4'-
carbonitrile (AMTAC-17, Figure 1), and evaluated the mechanism of antitumor action on the Ehrlich
ascites carcinoma model.

H;CO

% cn
H;CO SN-N \
H;CO O O
N

Figure 1. Structure of spiro-acridine compound (E)-5"-oxo-1'-((3,4,5-trimethoxybenzylidene)
amino)-1’,5’-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-4’-carbonitrile (AMTAC-17).

2. Results and Discussion

2.1. Chemistry

The compound AMTAC-17 was idealized from the results obtained by Almeida et al. (2016), who,
in their previous studies, observed that the methoxylated spiro-acridine derivative in the benzylidenic
ring (AMTAC-02) presented the best result of antiproliferative activity, besides toposimoresase I
inhibitory activity, which is comparable to the amsacrine pattern. Thus, we believe that because
AMTAC-02 has important ionizable chemical groups, it may possibly result in electrostatic attraction
between the drug and biomolecular targets, or DNA/topoisomerase. Thus, we add two more methoxyl
groups, both in the meta position and one in the para position in relation to the benzylidene ring.
We analyze the effects of these additions. The synthesized compound presents its spectral data and
physicochemical characteristics described below.

The synthetic route used to obtain the spiro-acridine derivatives (Scheme 1) was parallel and
convergent, where we will perform the synthesis of 2-cyano-N’-(3 4,5-trimethoxy-benzylidene)
-acetohydrazide (JR-10) in parallel with the acridine aldehyde. To obtain the JR-10, we started
from 2-cyano-acetohydrazide, which was condensed with 3,4,5-trimethoxy-benzaldehyde in ethanolic
medium and molar equivalents acid catalytic at room temperature for 24 h. For the synthesis of
acridine aldehyde, we start from diphenylamine, which undergoes a Frield Crafts acylation reaction
followed by cyclization in acid medium. This leads to the 9-methylacridine, which, after successive
oxidations, we obtain the 9-carboxyaldehyde-acridinic. To obtain the spiro-acridine derivatives, we
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started from the acridine aldehyde, which was condensed with the intermediate JR-10 in ethanolic and
basic medium in molar equivalents at 78 °C for 6 h, which undergo spontaneous cyclization and leads
to the final spiro-acridine derivatives.

OCH,
5 OCH; oo
3
o CHO NC\)LN,N\ Ok OCH;
o EtOH N 5 o

NCASN"SNH, + — NN OCH

H H;66 ocH, CH:COOH cat N 3
OCH,

triethylamine

CHO
CH;,COOH —> N Spontaneous
O Cyclization
IIW chlz N/
H H;S04
H;,CO

H;co
HyCO

Scheme 1. Synthetic route to obtain spiro-acridine derivatives (AMTAC-17).

2.2. Biological Evaluation

In order to determine safe doses to be used for in vivo pharmacological tests, the acute non-clinical
toxicity assay was performed. No death was recorded after AMTAC-17 (2000 mg/kg) treatment,
according to the OECD guideline. The LDsy was estimated to be higher than 5000 mg/kg, which
suggests low acute toxicity in mice [11].

AMTAC-17 induced a significant reduction on total viable cancer cell count (46.47 + 4.78 X 107
cells, 61.82 + 8.66 x 107 cells, and 57.98 + 5.27 x 107 cells for 12.5, 25, and 50 mg/kg, respectively;
p < 0.05) when compared to the tumor control group (135.5 + 10.95 x 107 cells). The AMTAC-17
12.5-mg/kg dose was chosen to study the mechanism of antitumor action because no significant
difference between the doses tested was observed. Literature data have shown the in vivo antitumor
effects for acridine derivatives [12,13]. However, this is the first time that the mechanism of antitumor
action of a spiro-acridine compound has been described.

On cell cycle analysis, AMTAC-17 induced an increase in the sub-G1 peak to 41.48% (p < 0.05),
associated with a decrease in the G0/G1 phase to 31.30% (p < 0.05), when compared to a control group
(26.16 and 43.98%, respectively) (Figure 2). Literature have shown that the increase in the sub-G1 peak
is indicative of the apoptosis process [14,15]. In addition, previous studies suggested that acridine
derivatives could induce cell cycle arrest and apoptosis [16].
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Figure 2. Effects of AMTAC-17 and 5-FU on the cell cycle of Ehrlich ascites carcinoma cells. Percentage
of Ehrlich cells in phases of the cell cycle after different treatments: 12% Tween-80 solution (control),
AMTAC-17 (12.5 mg/kg), and 5-FU (25 mg/kg). Data presented as mean + SEM of six animals analyzed
by ANOVA was followed by the Tukey test. 2 p < 0.05 compared to the tumor control group.

AMTAC-17 (12.5 mg/kg) induced a decrease on microvessels” density (33.16 + 6.30%) as well as
5-FU (26.26 + 1.63%), when compared to the tumor control group (100.00 + 8.27%) (Figure 3).

(a)

g

1004 —1—

$

a

|_-r_| a
Control AMTAC-17  5-FU
125mgkg 25 mglkg

Microvessels density (%)

>

<

Control AMTAC-17 (12.5 mg/kg) 5-FU (25 mg/kg)

Figure 3. Effects of AMTAC-17 (12.5 mg/kg) and 5-FU (25 mg/kg) on microvessel density (%) in
mice transplanted with Ehrlich tumor, after seven days of treatment. (a) Microvessel density (%)
represents the blood vessel area per field in selected vascularized areas divided by the whole area.
(b) Representative images of animals’ peritoneum cut into a standard size (1 cm x 1 cm) showing the
reduced neovascularization by AMTAC-17 and 5-FU treatments. Data presented as mean + SEM of six
animals analyzed by ANOVA followed by the Tukey test. @ p < 0.05 compared to a tumor control group.

Tumor cells, together with inflammatory stromal cells, provide bioactive molecules, such
as cytokines, chemokines, and other factors to the tumor microenvironment. This creates an
immunosuppressive phenotype to favor its proliferation, survival, and angiogenesis [1,17].
The angiogenic process depending on the coordination of many factors is present in the tumor
microenvironment and, therefore, understanding the interactions between these components is also
relevant for therapeutic strategies against cancer [18,19]. Antiangiogenic therapy is an important target
for antitumor drug action, since it prevents the emergence of new blood vessels that support tumor
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growth and induce metastasis [20]. Our data suggest that the AMTAC-17 mechanism of antitumor
action involves an antiangiogenic effect, as previously reported for acridines [12].

The AMTAC-17 effects on the inflammatory tumor microenvironment were also investigated.
AMTAC-17 (12.5 mg/kg) promoted an increase in proinflammatory cytokine levels, such as IL-13
(553.12 +70.57 pg/mL, p < 0.05), TNF-« (148.53 + 16.67 pg/mL, p < 0.05), and IL-12 (10.86 + 3.03 pg/mL,
p <0.05), when compared to the control (10.08 +3.57 pg/mL, 46.59 + 6.43 pg/mL, and 4.12 + 0.84 pg/mL,
respectively). No significant change was observed for IL-4 levels after AMTAC-17 treatment. For 5-FU,
increases in TNF-« (81.14 + 2.52 pg/mL, p < 0.05) and IL-4 (4.67 + 0.26 pg/mL, p < 0.05) levels were
observed (Figure 4).
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Figure 4. Effect of AMTAC-17 (12.5 mg/kg) and 5-FU (25 mg/kg) on the levels of IL-1f (a), TNF-« (b),
IL-12 (c), and IL-4 (d) in the peritoneal lavage of Ehrlich ascites carcinoma transplanted mice. Data
presented as mean + SEM of five animals were analyzed by ANOVA, which was followed by the Tukey
test. # p < 0.05 compared to the tumor control group.

IL-12 is known for the antiangiogenic action, which reduces the production of the vascular
endothelial growth factor (VEGF) and metalloproteinase-9 [21]. Then, the AMTAC-17 effect on
microvessels density may be dependent on IL-12 antiangiogenic action. Additionally, IL-12, IL-13,
and TNF-« represent the Th1 cytokines profile, which is known for the cytotoxic effect against cancer
cells [22,23]. This effect involves macrophage activation to secrete proinflammatory cytokines and
produce reactive oxygen species and nitric oxide [24]. Therefore, the antitumoral effect of AMTAC-17
was also associated with immunomodulation of the tumor microenvironment to induce cytotoxic
effects against tumor cells.

In conclusion, AMTAC-17, which is a novel spiro-acridine compound, exerts in vivo antitumor
activity by modulation angiogenesis and induces Thl-biased immunomodulation.

3. Materials and Methods

3.1. Synthesis Methodology

The spiro-acridine compound AMTAC-17 was synthesized at the Drug Development and Synthesis
Laboratory (LDSF) of the State University of Paraiba, under the responsibility of Dr. Ricardo Olimpio
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de Moura, according to the methodologies described previously [8,9]. It was duly characterized
by spectroscopic techniques of 1H Nuclear Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance on 500 MHz
Bruker Avance, Ultrashield® spectrometers. Infrared (IR) (Recife, Pernambuco, Brazil) was obtained
by the Attenuated Total Reflectance (ATR) technique in the range of 4000 to 650 cm™ in 63 Perkin
Elmer, Spectrum 400 equipment. The results were interpreted by graphs plotted in Origin software
8.0. In addition, mass spectrometry was performed by the MALDI-TOF Autoflex III apparatus
technique (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). This unambiguously characterizes the said structure
(Figures S1-55).

AMTAC-17: Yellow poder - Cp7H;4N4O4, WM = 468.5040 g/mol, rdt = 81.28%, F.F = 237-239 °C
theoretical logP = 3.14. RMN1H dé6 500MHz. & = 9.89 (s, 1H, NH), 8.63 (s, 1H, CH), 8.40 (s, 1H,
N = CH), 7.29 (m, 2H, spiro-acridine), 7.04 (m, 4H, spiro-acridine), 6.86 (m, 2H, spiro-acridine), 6.70 (s,
2H, phenyl), 3.71 (s, 6H, OCH3), 3.63 (s, 3H, OCH3), 13C d6 100MHz 6 = 161.6 (C, C = O), 160.8 (C,
C=0C), 148.8 (C, Ar), 139.2 (C, Ar), 137.2 (C, Ar), 131.7 (C, Ar), 130.2 (C, Ar), 127.3 (C, Ar), 124.1 (C, Ar),
123.1(C, Ar), 122.1 (C, Ar), 120.6 (C, Ar), 115.4 (C, Ar), 112.9 (C,CN), 111.8 (C, Ar), 110.0 (adjacent CN),
69.7 (C, sp3). IVem™! 3350 (N-H amida, 2235 (CN), 1708 (C = O), 1611 e 1479 (C = C phenyl), 1233 e
1130 (Ph-OCH3) 884 e 741 (C-H phenyl), M~ = 467.0608 (found).

3.2. Animals

Swiss albino mice (Mus musculus), which were females (28-32 g), obtained from the Dr. Thomas
George Bioterium (Research Institute in Drugs and Medicines/Federal University of Paraiba, Paraiba,
Brazil) were used. The animals were kept under controlled conditions (21 + 1 °C, 12-h on/12-h off
light-dark cycle). The Ethical Committee on the Use of Animals (CEUA)/UFPB (n°. 163/2015) previously

approved all procedures.

3.3. Acute Non-Clinical Toxicity Assay

The acute toxicity assay was performed, according to the Guideline for Testing of Chemicals 1. 423
of the Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) (2001). Mice (1 = 3/group)
were subjected to a single dose of 2000 mg/kg AMTAC-17, intraperitoneally (i.p.). The control group
was administered to the vehicle alone (12% (v/v) Tween-80 in saline). The dose responsible for the
death of 50% of the experimental animals (LDsp) was estimated.

3.4. In Vivo Antitumor Activity

The Ehrlich carcinoma cell line was generously provided by the Pharmacology and Toxicology
Division, CPQBA, UNICAMP (Paulinia, Brazil). The cells were maintained in the peritoneal cavities of
Swiss mice in the Dr. Thomas George Bioterium (Research Institute in Drugs and Medicines/Federal
University of Paraiba, Paraiba, Brazil).

Five to seven-day-old Ehrlich tumor cells, 0.5 mL (2 x 100 cells/mL), were implanted in the
peritoneal cavity of the mice (n = 6/group). During the next day, AMTAC-17 (12.5, 25, or 50 mg/kg)
was administered for seven consecutive days (i.p.). 5-Fluorouracil (5-FU, 25 mg/kg) was used as a
positive control. The tumor control group was treated with 12% (v/v) Tween-80 in saline. On the eighth
day, the animals were anesthetized with ketamine (100 mg/kg) and xylazine hydrochloride (16 mg/kg),
and then euthanized [25]. Total viable cancer cells were obtained as the product of the tumor volume
(mL) by cell viability (number of cells x 10%/mL).

3.5. Peritoneal Angiogenesis

Animal’s peritoneum of the tumor control, 12.5 mg/kg AMTAC-17, and 25 mg/kg 5-FU groups was
cut open and the inner lining of the peritoneal cavity was examined and photographed. Microvessel
density was calculated as the blood vessel area per field in selected vascularized areas divided by the
whole area, using AVSOFT® software [26].
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3.6. Cell Cycle Analyses

Cells from ascitic fluid (1 x 10° cells) of the tumor control, 12.5 mg/kg AMTAC-17, and 25 mg/kg
5-FU groups were harvested, gently fixed by using 70% ice-cold ethanol, and frozen overnight (=20 °C).
Samples were harvested by centrifugation (400x g, 10 min), and then incubated with RNAse (0.1 mg/mL)
and propidium iodide (PI) (0.05 mg/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) (37 °C, 30 min) [22] with
modifications. The DNA content was analyzed by flow cytometry (BD FACSCantoTM II, Woburn,
MA, USA) and 10,000 events were acquired. After cell debris removal, a gate was placed on PE 585/42
nm-W (width) vs. the PE 585/42-A (area) graph to remove doublets on the right of single cell analysis.
The gate with single cells was used to analyze the cell cycle as a histogram on PE 585/42-A. Flowing
software version 2.0 was used to analyze the data.

3.7. Quantification of Cytokines

The determination of IL-1f3, IL-12, TNF-«, and IL-4 cytokine levels was performed using the ascitic
fluid collected from the peritoneal cavity of the tumor control, 12.5 mg/kg AMTAC-17, and 25 mg/kg
5-FU groups, using an ELISA kit following the manufacturer’s instructions (ELISA — BIOSCIENCE, Inc.
Science Center Drive, San Diego, CA, USA). Optical density was read at 450 nm using a microplate
spectrophotometer (Microplate reader BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, USA).

3.8. Statistical Analysis

Data are presented as mean =+ standard error of mean (SEM) and analyzed by the GraphPad
Prism 7.0 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The differences between
experimental groups were compared by analysis of variance (ANOVA). Lastly, the Tukey’s test
(p < 0.05) was performed.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1420-3049/25/1/29/s1,
Figure S1: Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance Spectrum of AMTAC-17 compound, Figure S2: Expanded
Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance Spectrum of AMTAC-17 compound in the aromatic region, Figure
S3: Carbon Nuclear Magnetic Resonance Spectrum 13 (DEPTQ) of AMTAC-17 compound, Figure S4: Infrared
Spectrum of AMTAC-17 compound, Figure S5: Mass spectrum of AMTAC-17 compound.
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Abstract: The antitumor effects of thiophene and acridine compounds have been described;
however, the clinical usefulness of these compounds is limited due to the risk of high toxicity
and drug resistance. The strategy of molecular hybridization presents the opportunity to
develop new drugs which may display better target affinity and less serious side effects. Herein,
2-((6-Chloro-2-methoxy-acridin-9-yl)amino)-5,6,7,8-tetrahydro-4H-cyclohepta[b]-thiophene-3-carbonitrile
(ACS03), a hybrid thiophene-acridine compound with antileishmanial activity, was tested for
toxicity and antitumor activity. The toxicity was evaluated in vitro (on HaCat and peripheral blood
mononuclear cells) and in vivo (zebrafish embryos and acute toxicity in mice). Antitumor activity was
also assessed in vitro in HCT-116 (human colon carcinoma cell line), K562 (chronic myeloid leukemic
cell line), HL-60 (human promyelocytic leukemia cell line), HeLa (human cervical cancer cell line),
and MCF-7 (breast cancer cell line) and in vivo (Ehrlich ascites carcinoma model). ACS03 exhibited
selectivity toward HCT-116 cells (Half maximal inhibitory concentration, IC50 = 23.11 + 1.03 uM).
In zebrafish embryos, ACS03 induced an increase in lactate dehydrogenase, glutathione S-transferase,
and acetylcholinesterase activities. The LD50 (lethal dose 50%) value in mice was estimated to
be higher than 5000 mg/kg (intraperitoneally). In vivo, ACS03 (12.5 mg/kg) induced a significant
reduction in tumor volume and cell viability. In vivo antitumor activity was associated with the nitric
oxide cytotoxic effect. In conclusion, significant antitumor activity and weak toxicity were recorded
for this hybrid compound, characterizing it as a potential anticancer compound.

Keywords: colorectal cancer; thiophene—-acridine compound; antitumor; cytotoxicity; toxicity

1. Introduction

Cancer in the broader sense refers to more than 277 different types of cancer disease [1] and is
a leading cause of death and disability, with 18.1 million people diagnosed globally and more than
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178

Apéndice C — Artigo publicado na revista Brazilian Journal of Development
(Qualis B2 — Farméacia)

Jrazilian _Journal of Development

Synthesis and tumoral test of ()-4-0-DemethylKadsurenin M a natural
compound and analogues

Sintese e avaliacao antitumoral do (%)-4-O-demethylKadsurenin M um
composto natural e seus analogos

DOI:10.34117/bjdv5n10-144

Recebimento dos originais: 10/09/2019
Aceitacdo para publicagao: 11/10/2019

Bruno Hanrry Melo de Oliveira
Biomédico especialista em Biologia molecular, mestrando em Biotecnologia pela
Universidade Federal da Paraiba — UFPB / Centro de Biotecnologia.
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Jodo Pessoa - PB,
58033-455
Email: hanrygb@hotmail.com

Luiz André Araujo Silva
Programa de pds-graduacao em desenvolvimento e inovacao tecnolégica em medicamentos
pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB)
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: Campus I - Lot. Cidade Universitaria, PB, 58051-900
Email: luiz32@gmail.com

Fernando Ferreira Leite
Programa de pos-graduagao em produtos naturais e sintéticos bioativos pela Universidade
Federal da Paraiba (UFPB)
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Joao Pessoa - PB,
58033-455
Email: fernandoferreira_15@gmail.com

Gabrielly Diniz Duarte
Mestranda em biotecnologia pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Joao Pessoa - PB,
58033-455
Email: gabriellydduarte@gmail.com

Samia Sousa Duarte
Programa de pds-graduagao em produtos naturais e sintéticos bioativos pela Universidade
Federal da Paraiba (UFPB)
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Jodo Pessoa - PB,
58033-455
Email: samiasduarte@gmail.com

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 5, n. 10, p. 19109-19123 oct. 2019 ISSN 2525-8761



179

Jrazilian _Journal of Development

Daiana Karla Frade Silva
Programa de pos-graduagao em produtos naturais e sintéticos bioativos pela Universidade
Federal da Paraiba (UFPB)
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Joao Pessoa - PB,
58033-455
Email: daiana.frade@hotmail.com

Marianna Vieira Sobral
Professora da Universidade Federal da Paraiba — UFPB / Programa de pds-graduagao em
produtos naturais e sintéticos bioativos pela Universidade Federal da Paraiba (UFPB)
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Joao Pessoa - PB,
58033-455
Email: mariannavbs@gmail.com

Luis Cézar Rodrigues
Professor da Universidade Federal da Paraiba — UFPB / Centro de biotecnologia.
Universidade Federal da Paraiba
Enderego: R. Tab. Stanislau Eloy, 41-769 - Conj. Pres. Castelo Branco III, Jodo Pessoa - PB,
58033-455
Email: luiscezarodrigues@gmail.com

ABSTRACT

The synthesis of neolignan (+)-4-O-DemethylKadsurenin M 2 was achieved through the
coupling oxidation of isoeugenol, follow epoxidation of Licarin-A compound 1, one neolignan
intermediate. This natural product was analyzed and characterized by NMR 'H and 3C.
Compounds 3-5 are derivatives of the compound 1 and together with compound 2 was tested
against HL-60 (acute promyelocytic leukemia), HCT-116 (human colorectal carcinoma),
MCF-7 (human breast adenocarcinoma) and K562 (chronic myeloid leukemia) cells to
evaluate its tumoral activity.

Keywords: synthesis; kadsurenin; lignans; neolignans.
RESUMO

A sintese da neolignana (+)-4-O-DemetilKadsurenin M 2 foi realizada através da oxidagao de
acoplamento do isoeugenol, seguida da epoxidagao do composto 1 Licarin-A, uma neolignana
intermediéria. Este produto natural foi analisado e caracterizado por RMN 'H e *C. Os
compostos 3-5 derivados do composto 1 e em conjunto com o composto 2 foram testados
contra céulas HL-60 (leucemia promielocitica agura), HCT-116 (cancer colorretal humano) e
MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) para avaliar suas atividades tumorais.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Leishmaniasis, affecting more than 12 million people worldwide has become a severe public-health problem. The
therapeutic arsenal against leishmaniasis is mainly administered by parenteral route; it is toxic, expensive, and
associated with recurrence risk. The need for further therapeutic compounds research is pressing. In previous
studies, we demonstrated the antileishmanial activities of ten 2-amino-thiophene derivatives, which evidenced
the action of a compound, called SB-83, having expressive antileishmania activity in an in vitro infection model.
In the present work, we describe preclinical studies of the thiophenic derivative SB-83, such as acute toxicity,
genotoxicity, in vivo oral efficacy in a murine model, and in vitro antileishmanial activity against an L. amazo-
nensis Sb'""resistant strain. Determining acute preclinical toxicity, the LDg, of SB-83 was estimated at 2500 mg/
kg orally, with few behavioral changes in Swiss mice. Further, treatment with 2000 mg/kg of SB-83 did not
induce in vivo genotoxic activity in the peripheral blood micronucleus assay. In 7 weeks of oral treatment, SB-83
reduced paw lesion size in L. amazonensis infected mice by 52.47 + 5.32%, and decreased the parasite load of
the popliteal lymph node and spleen at the highest dose tested (200 mg/kg) respectively by 42.57 + 3.14%, and
100%, without presenting weight change or other changes of clinical importance in the biochemical and he-
matological profiles. The treatment of promastigotes and intracellular amastigotes of Sb" sensitive and resistant
strains with SB-83 did not produce differences in antileishmania activity, which suggests no cross-resistance.
Thus, this work demonstrated that SB-83 has potential as a new active drug candidate even when orally ad-
ministered, which may become a new therapeutic alternative for the treatment of leishmaniasis.

Keywords:
2-amino-thiophene
Antileishmanial activity
Drug development

Oral bioavailability

1. Introduction forms of leishmaniasis, — cutaneous leishmaniasis (CL), ranging from

localized cutaneous leishmaniasis (CL) to those producing diffuse-CL

Leishmaniasis are infectious parasitic diseases caused by protozoa
from the Leishmania genus, found in 98 countries in 5 continents, and
causing 20,000 to 40,000 deaths per year [1]. The most affected
countries include Afghanistan, Algeria, Bangladesh, Bolivia, Brazil,
Columbia, Ethiopia, India, Iran, Peru, South Sudan, Sudan and Syria.
The impact of leishmaniasis on human health has been grossly under-
estimated for many years, and WHO classifies leishmaniasis as a cate-
gory 1 disease “emerging and uncontrolled” [1,2]. There are 2 main

and disseminated-CL, mucocutaneous (MCL) and visceral leishmaniasis
(VL), also known as kala-azar, the most serious form and potentially
fatal [3].

Unfortunately, chemotherapeutic treatments bring cause for con-
cern due to their restrictions, expense, many adverse effects and long
treatment periods. In addition, administration routes are uncomfortable
for the patient, being mostly parenteral [4]. Treatments based on
pentavalent antimonial have been practiced since the 1940s yet present
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Chemometric studies

In the present work, thirty-two hybrid compounds containing cycloalka[b|thiophene and indole moieties
(TN5, TN5 1-7, TN6, TN6 1-7, TN7, TN7 1-7, TN8, TN8 1-7) were designed, synthesized and evaluated for
their cytotoxic and antileishmanial activity against Leishmania amazonensis promastigotes. More than
half of the compounds (18 compounds) exhibited significant antileishmanial activity (ICs, lower than
10.0 pg/L), showing better performance than the reference drugs (tri- and penta-valent antimonials).
The most active compounds were TN8-7, TN6-1 and TN7 with respective ICs, values of 2.1, 2.3 and
3.2 pg/mL. Demonstrating that all of the compounds were less toxic than the reference drugs, even at
the highest evaluated concentration (400 pg/mL), no compound tested presented human erythrocyte
cytotoxicity. Compound TN8-7's effectiveness against a trivalent antimony-resistant culture was demon-
strated. It was observed that TN8-7's antileishmanial activity is associated with DNA fragmentation of L.
amazonensis promastigotes. Chemometric studies (CPCA, PCA, and PLS) highlight intrinsic solubility/
lipophilicity, and compound size and shape as closely related to activity. Our results suggest that hybrid
cycloalka[b|thiophene-indole derivatives may be considered as lead compounds for further development
of new drugs for the treatment of leishmaniasis.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Leishmaniasis can be defined as the array of diseases caused by
protozoans of the genus Leishmania (Order Kinetoplastida, Family
Trypanosomatidae).'” It is considered a public health concern
and afflicts over two million people each year. About 350 million
people live in endemic areas under risk of infection.’

The life cycle of Leishmania sp. starts when the insect inverte-
brate host feeds on infected mammalian blood, thus imbibing
amastigotes present within macrophages. In the vector-insect
intestine, the amastigote form of the parasite becomes a procycli-
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cal, and later a metacyclic promastigote. When the insect bites a
mammalian host again, inoculated virulent promastigotes enter
the blood stream and are internalized by macrophages, where they
differentiate again into amastigotes, completing the cycle.*

In spite of its epidemiological importance, the recommended
treatment for leishmaniasis is far from satisfactory. The conven-
tional therapy (via parenteral) uses pentavalent antimonials.”®
The cure rate is high, but the treatment involves difficulties such
as high toxicity and possible therapeutic failure.” There is an
urgent need to find new antileishmanial drugs that are efficient
against the pathogen yet present low toxicity to the patient.”

The thiophenes belong to a group of aromatic heterocyclic com-
pounds,”'” among which 2-aminothiophene compounds are well



