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RESUMO

O cancer, no sentido mais amplo, refere-se a mais de 277 tipos diferentes de
doencas carcinogénicas que se caracterizam pelo crescimento desordenado e
potencial metastatico. Efeitos antitumorais de compostos tiofénicos e acridinicos
sao descritos na literatura, porém, a utilidade clinica desses compostos € limitada
devido ao risco de alta toxicidade e resisténcia ao tratamento. Nesse contexto, a
estratégia de hibridacdo molecular representa uma oportunidade de desenvolver
novos farmacos que podem exibir melhor afinidade por alvo e efeitos
indesejaveis reduzidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade e
atividade antitumoral do 2 - ((6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-
hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila (ACS03), um hibrido tiofénico-
acridinico que possui atividade antileishmania. A toxicidade foi avaliada in vitro
(em linhagens de células ndo tumorais - HaCat e L929, e em células
mononucleares de sangue periférico - PBMC) e in vivo (embrides de peixe-zebra
e toxicidade aguda em camundongos). Diferentes linhagens de células tumorais
humanas foram utilizadas para a avaliacéo da atividade antitumoral in vitro (HCT-
116 - carcinoma de célon, K562 - leucemia mieloide crénica, HL-60 - leucemia
promielocitica, HeLa - cancer cervical e MCF -7 - cancer de mama), enquanto
que in vivo foi utilizado o modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich, por meio do
qual foi também avaliada a toxicidade apds doses repetidas (sete dias). ACS03
exibiu seletividade em relacdo as células HCT-116 (concentracdo que inibe 50%
do crescimento celular, CI50 = 23,11 + 1,03 uM), além de apresentar atividade
significativamente maior (p<0,05), em compara¢do aos compostos precursores.
Em células HCT-116, ACSO03 induziu reducéo de espécies reativas de oxigénio
(p<0,05), indicando efeito antioxidante, bem como alteracdes caracteristicas de
apoptose (aumento do pico sub-G1 e externalizacéo de fosfatidilserina; p<0,05).
Em embribes de peixe-zebra, ACS03 nao induziu letalidade durante o
desenvolvimento embrionario e larval (CL50 > 1.000 uM), todavia, foi observado
aumento nas atividades de lactato desidrogenase, glutationa S-transferase e
acetilcolinesterase. No ensaio de toxicidade aguda, o valor de DL50 (dose letal
50%) em camundongos foi estimado em mais de 5000 mg/kg (via intraperitoneal
— i.p.), e ndo foi observado alteragdo no nimero de eritrocitos micronucleados
no ensaio de genotoxicidade (2000 mg/kg, i.p.). In vivo, ACS03 (12,5 mg/kg, i.p.,
sete dias de tratamento) induziu reducdo significativa no volume e massa
tumoral, e na viabilidade e total celular (p<0,05). Foi observado um aumento nos
niveis de nitrito (p<0,05) e reducdo da microdensidade vascular peritumoral
(p<0,05), associados a um efeito citotdxico e antiangiogénico, respectivamente.
Em relacdo aos principais parametros de toxicidade (parametros bioquimicos,
hematolégicos e histolégicos), avaliados apo6s tratamento antitumoral, foi
observado que ACS03 (12,5 mg/kg) causou apenas alteracdes discretas. Em
conclusao, os dados obtidos mostram atividade antitumoral in vitro e in vivo para
o hibrido ACS03, bem como baixa toxicidade, caracterizando-o como um
potencial composto anticancer.

Palavras-chave: cancer colorretal; hibrido tiofénico-acridinico; atividade
antitumoral; citotoxicidade; toxicidade; ACS03



ABSTRACT

Cancer, in the broadest sense, refers to more than 277 different types of
carcinogenic diseases that are characterized by disordered growth and
metastatic potential. Antitumor effects of thiophenic and acridine compounds are
described in the literature, however, the clinical utility of these compounds is
limited due to the risk of high toxicity and resistance to treatment. In this context,
the molecular hybridization strategy represents an opportunity to develop new
drugs that can exhibit better target affinity and reduced undesirable effects. The
objective of this work was to evaluate the toxicity and antitumor activity of 2 - ((6-
chloro-2-methoxy-acridin-9-yl) amino) -5,6,7,8-tetrahydro-4H-cyclohepta [b] -
thiophene-3-carbonitrile (ACS03), a thiophene-acridine hybrid that has
antileishmania activity. Toxicity was evaluated in vitro (in non-tumor cell lines -
HaCat and L929, and in peripheral blood mononuclear cells - PBMC) and in vivo
(zebrafish embryos and acute toxicity in mice). Different human tumor cell lines
were used to evaluate antitumor activity in vitro (HCT-116 - colon carcinoma,
K562 - chronic myeloid leukemia, HL-60 - promyelocytic leukemia, HelLa -
cervical cancer and MCF -7 - breast cancer), while in vivo Ehrlich's ascitic
carcinoma model was used, through which toxicity was also assessed after
repeated doses (seven days). ACS03 exhibited selectivity in relation to HCT-116
cells (concentration that inhibits 50% of cell growth, IC50 = 23.11 + 1.03 pM), in
addition to having significantly greater activity (p <0.05), compared to compounds
precursors. In HCT-116 cells, ACS03 induced a reduction in reactive oxygen
species (p <0.05), indicating an antioxidant effect, as well as characteristic
changes in apoptosis (increased sub-G1 peak and externalization of
phosphatidylserine; p <0.05). In zebrafish embryos, ACS03 did not induce
lethality during embryonic and larval development (LC50> 1,000 pM), however,
an increase in the activities of lactate dehydrogenase, glutathione S-transferase
and acetylcholinesterase was observed. In the acute toxicity assay, the LD50
value (lethal dose 50%) in mice was estimated at more than 5000 mg / kg
(intraperitoneal - ip), and no change in the number of micronucleated erythrocytes
was observed in the genotoxicity assay (2000 mg / kg, ip). In vivo, ACS03 (12.5
mg / kg, 1.p., seven days of treatment) induced a significant reduction in tumor
volume and mass, and in viability and total cell (p <0.05). An increase in nitrite
levels (p <0.05) and a reduction in peritumoral vascular microdensity (p <0.05)
was observed, associated with a cytotoxic and antiangiogenic effect,
respectively. Regarding the main toxicity parameters (biochemical, hematological
and histological parameters), evaluated after antitumor treatment, it was
observed that ACS03 (12.5 mg / kg) caused only slight changes. In conclusion,
the data obtained show antitumor activity in vitro and in vivo for the hybrid ACS03,
as well as low toxicity, characterizing it as a potential anticancer compound.

Keywords: colorectal cancer; thiophene-acridine hybrid; antitumor activity;
cytotoxicity; toxicity; ACS03
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1 INTRODUCAO

O cancer, no sentido mais amplo, refere-se a mais de 277 tipos diferentes
de doencas carcinogénicas (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017), sendo uma
das principais causas de morte e incapacidade, com 18,1 milh6es de pessoas
diagnosticadas globalmente e mais de 9,5 milhdes de mortes em 2018 (IARC,
2020). A variedade de doencas em nivel tecidual € um grande desafio para o
diagnostico especifico do cancer e subsequente eficacia do tratamento (FISHER;
PUSZTAI; SWANTON, 2013; MEACHAM; MORRISON, 2013; SENAPATI et al.,
2018).

O desenvolvimento do cancer envolve alteracdes celulares e moleculares
como a ativagéo de proto-oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor
e/ou de genes reparadores de DNA, desenvolvimento de resisténcia aos sinais
inibidores do crescimento, proliferacdo sem dependéncia de fatores
estimuladores do crescimento, evasao da apoptose, aquisicdo de propriedades
invasivas e angiogénicas e a evasao a resposta imune que produzem células
com a capacidade de proliferar descontroladamente e disseminar para outras
partes do organismo produzindo metastases (ADAMI et al., 2018; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

As terapias convencionais para o tratamento do cancer sao quimioterapia,
radioterapia e cirurgia, além de terapias mais recentes como imunoterapia e
terapia alvo (DICKENS; AHMED, 2018). A quimioterapia ainda € uma das
principais escolhas para o tratamento do cancer (MARTINS et al., 2015). Apesar
de constante estudo e avancos cientificos na area a quimioterapia do cancer
ainda apresenta muitas limitagbes devido principalmente a toxicidade dos
farmacos para células sadias e desenvolvimento de resisténcia, que em conjunto
limitam o aumento da dose e eficiéncia do tratamento (EL-FAR et al., 2018;
PAJUELO-LOZANO et al., 2018; SALEM; ATTIA; GALAL, 2016). Diante dessa
problematica, a pesquisa e o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos
antitumorais continuam sendo necessarios para superar esses obstaculos.

Acridinas sdo estruturas heterociclicas que sao alvos muito procurados
devido a sua variedade de propriedades bioldgicas, pois sdo usadas como
agentes antitumorais, antiparasitarios e antibacterianos. Durante décadas, estas

substancias tém sido amplamente exploradas no campo da terapéutica
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antineoplésica, especialmente contra a leucemia (BELMONT et al., 2008;
ZHANG et al., 2014). Esses compostos, incluindo a amsacrina (m-AMSA),
exibem atividade intercalante de DNA e inibidora de topoisomerase
(CRENSHAW; GRAVES; DENNY, 1995; KAO-SHAN et al., 1984).

Ja o tiofeno constitui um anel heterociclico de cinco membros que contém
enxofre e atraiu a atencdo devido a sua presenca em alguns medicamentos
comercializados, incluindo antiasmaticos, diuréticos, anti-histaminicos e
anticancer (GRAMEC; PETERLIN MASIC; SOLLNER DOLENC, 2014; JOSHI et
al., 2004). Demonstrou-se que os compostos de tiofeno exibem citotoxicidade
em varias linhagens celulares de cancer (GHORAB; BASHANDY; ALSAID, 2014;
ROMAGNOLI et al., 2014). A literatura mostra que esses compostos podem
induzir parada do ciclo celular e apoptose, além de afetar a polimerizacdo da
tubulina (DOS SANTOS et al., 2017).

No entanto, a utilidade clinica dos compostos acridinicos e tiofénicos &
limitada devido a alta toxicidade e ao desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento (GENSICKA-KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA,
2017; ZHAO et al., 2019).

A estratégia de hibridacdo molecular tem potencial para o planejamento e
desenvolvimento de novos medicamentos. Essa técnica baseia-se na
combinacdo de caracteristicas estruturais especificas de diferentes fracdes
bioativas para produzir novos compostos que podem exibir melhor afinidade-alvo
e eficacia bioldgica, perfil de seletividade modificado e efeitos colaterais menos
graves quando comparados aos seus precursores (ZHANG et al., 2014).

Um novo hibrido tiofeno-acridina, o 2 - ((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)
amino) -5,6,7,8- tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila (ACS03), foi
sintetizado anteriormente. Este composto mostrou atividade antileishmania e
nenhuma citotoxicidade contra eritrécitos. Além disso, outros compostos hibridos
de tiofeno-acridina foram caracterizados com a capacidade de interagir com o
DNA de Leishmania (DE LIMA SERAFIM et al., 2018).

Entdo, considerando a necessidade constante de pesquisa por
antineoplasicos eficientes e menos téxicos, e ainda considerando o potencial
farmacolégico dos derivados acridinicos e tiofénicos no contexto do céancer,
levantou-se a hipdtese de que ACSO03 possui atividade antitumoral, podendo

exercer seu efeito in vitro e in vivo por interferir em processos como a
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desregulacéo do ciclo celular, a inducdo de angiogénese, 0 estresse oxidativo,
bem como a formacdo de um microambiente que sustenta o crescimento

tumoral.



Fundamentacdo
Teorica



21

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer: conceito, epidemiologia e etiologia

As neoplasias sdo caracterizadas pelo crescimento anormal de células, o
que, usualmente, resultam na formacdo de uma massa celular, caracterizada
como neoplasma ou tumor, que, por sua vez, podem ser divididos em benignos
ou malignos (KASALA et al., 2015).

O tumor benigno é caracterizado por um crescimento celular que
permanece confinado na sua localizac&o original, geralmente envolvido em uma
capsula, este ndo invade o tecido circundante normal, nem se espalha para
outros sitios do corpo. Apresenta, em geral, um crescimento lento e suas células
se assemelham morfologicamente ao seu precursor celular. Sendo assim, os
tumores benignos podem ser removidos por cirurgia e ndo apresentam risco de
vida ao individuo acometido, exceto quando estdo em localizacdes inoperaveis,
como alguns tumores cerebrais (COOPER, 1992; TALMADGE; FIDLER, 2010).

Em contraste, o tumor maligno é capaz de invadir tecidos adjacentes
espalhando-se para outros tecidos e 6rgaos. Além disso, raramente encapsulam,
crescem rapidamente e tém anormalidades morfolégicas, de modo que seu
tecido de origem pode ser irreconhecivel (TALMADGE; FIDLER, 2010). Apenas
os tumores malignos podem ser considerados canceres, e a sua habilidade de
invadir tecidos normais e se espalhar pelo corpo (metastase) € o que torna o
cancer tdo perigoso. Sendo assim, o cancer € um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células que
invadem os tecidos e 6rgdos podendo espalhar-se para outras regides do
organismo (BORTNER; CIDLOWSKI, 2014; KANDOTH et al., 2013).

Os tumores malignos podem ser classificados de acordo com o seu tecido
de origem. Sendo classificados, principalmente, em: carcinomas, tumores que
surgem das células epiteliais que formam os revestimentos das glandulas e as
superficies dos 6rgéos, como pele e mucosas; sarcomas, surgem de células que
compdem o tecido conjuntivo, como fibroblastos, ossos, musculos, cartilagem e
células de gordura; leucemias, sdo os tumores que surgem das células brancas
do sangue, caracterizadas pela proliferacdo anormal de células progenitoras;

linfomas, sdo tumores da linhagem linfoide que formam agregados solidos,
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frequentemente nos ganglios linfaticos; e mielomas, surgem dos plasmaocitos no
sangue (BADAL MCCREATH; DELGODA, 2017; ONO et al., 2009).

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2018, da
Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) da Organiza¢ao Mundial
da Saude (OMS), houve 18,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de
9,6 milhdes de mortes por cancer, em todo o0 mundo, no ano de 2018 (BRAY et
al., 2018). Os tipos de cancer mais incidentes no mundo foram o de pulméo (2,1
milhdes), mama (2,1 milhdes) e colorretal (1,8 milhdes). Nos homens, os mais
frequentes foram pulméao (14,5%), sendo a principal causa de morte por cancer
em homens (22%), seguido de proéstata (13,5%), colorretal (10,9%), figado
(10,2%) e cancer de estdbmago (9,5%). Em mulheres, a maior frequéncia
encontrada foi de cancer de mama (24,2%), sendo também a principal causa de
morte (15%), seguido de pulméao (13,8%) e cancer colorretal (9,5%) (BRAY et
al., 2018). Em 2030, a estimativa de carga global € de 21,4 milh6es de novos
casos de cancer e 13,2 milhdes de mortes por cancer. No Brasil, a estimativa
para o triénio 2020-2022, aponta a ocorréncia de 625 mil casos novos de cancer
para cada ano reforcando a magnitude do problema do cancer no pais (INCA,
2019).

O céancer pode ser ocasionado por diversos fatores, externos ou internos
ao organismo. Os fatores externos, conhecidos como carcin6genos podem ser
de origem quimica (ex.: cigarro), fisica (radiacéo ultravioleta) ou biolégica (ex.:
infeccbes por virus ou bactérias). Os fatores internos estdo associados a
mudancas genéticas (ex.: mutacdes na sequéncia de DNA) ou epigenéticas (ex.:
metilacdo, modificagdes nas histonas) (RYUNO; NAGURO; KAMIYAMA, 2017).

Existem varios mecanismos causais em cada tipo de cancer (RYUNO;
NAGURO; KAMIYAMA, 2017). Porém, a maioria dos canceres esta associado
com fatores ambientais (80-90%), estilo de vida ou exposi¢do a carcin6genos
conhecidos ou suspeitos (RILEY et al., 2012; STEWART et al., 2014). Esses
fatores sdo capazes de causar alteracdes genéticas e/ou epigenéticas que
contribuem para o desenvolvimento da doenca. De fato, estima-se que 15% a
20% dos canceres sao impulsionados por agentes infecciosos; 20% a 30% sao
causados pelo uso do tabaco; e 30% a 35% estdo associados a dieta, atividade
fisica e/ou balanco energético (por exemplo, obesidade) (ANAND et al., 2008;
IARC, 2012; WILLETT, 2000). A radiacao ultravioleta (UV) da luz solar, o alcool
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e muitas outras substancias (por exemplo, amianto, benzeno, rad6nio) também
desempenham um papel, sozinhos ou em combinac&o, embora o risco relativo
dependa da intensidade e da duracédo da exposicéo, e dos fatores genéticos de
cada individuo (BHATT; REDINBO; BULTMAN, 2017).

A carcinogénese é um processo de multiplas etapas no qual uma célula
adquire alteracdes essenciais que ditam a transformacao progressiva de células
saudaveis em células cancerosas, o que progride com hiperproliferacdo e
culmina na aquisicdo de propriedades angiogénicas, potencial invasivo, e
estabelecimento de lesdes metastaticas (SINGH et al., 2013). Dessa forma, a
carcinogénese € caracterizada por alteracbes em nivel celular, genético e
epigenético, causando a divisdo celular anormal e alterando os processos de
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
IVANOVA et al., 2013).

O processo de carcinogénese pode ser dividido em quatro estagios. O
primeiro deles € a iniciacdo que envolve a mutacdo de genes que ocorre
espontaneamente ou induzida pela exposicdo a um agente cancerigeno. Os
agentes iniciadores causam danos ao DNA e, portanto, podem ativar proto-
oncogenes (como, por exemplo, o KRAS) e inativar genes supressores de tumor
(TSGs), como o TP53 (HYNDMAN, 2016).

As alteracBes genéticas podem resultar em desregulacdo de vias de
sinalizacdo bioquimicas associadas a proliferacédo, sobrevivéncia e diferenciacéo
celular, que podem ser influenciadas por varios fatores, incluindo o metabolismo
da célula cancerigena e a resposta da funcéo de reparo do DNA (SIDDIQUI et
al., 2015). No entanto, a iniciagdo ndo dara origem a um cancer por conta propria:
€ necessario um agente promotor. O agente promotor € um composto que tem
pouco ou nenhum efeito cancerigeno, mas tem a capacidade de promover o
crescimento do tumor quando aplicado apés um fator iniciador (HYNDMAN,
2016). A promocao é considerada um processo relativamente longo e reversivel
em que as células pré-neoplasicas, que proliferam ativamente, se acumulam
(SIDDIQUI et al., 2015).

A progressédo tumoral e metastase ocorre como resultado de uma nova
alteracdo genética, como mudancas na expressao de genes (HYNDMAN, 2016).
A progressao € a fase entre uma lesdo pré-maligna e o desenvolvimento de

cancer invasivo, assim, é o estagio final da transformag&o neoplasica, onde
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ocorrem alteracdes genéticas e fenotipicas, e proliferacdo celular intensa. Isso
envolve um aumento rapido no tamanho do tumor, onde as células podem sofrer
novas mutacdes com potencial invasivo e metastatico. A metastase envolve a
disseminacgdo de células cancerigenas do local primario para outras partes do
corpo através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico (SIDDIQUI et al.,
2015). Esse processo inclui etapas como: proliferacdo, angiogénese,
desprendimento/invaséo local, entrada e saida da circulacdo e crescimento em
um local distante (FIDLER, 2003; GUPTA et al., 2010). As mutacfes associadas
ao cancer ocorrem principalmente nos proto-oncogenes e nos genes
supressores de tumor, além dos genes reparadores de DNA. Os proto-
oncogenes sao genes que, em células saudaveis, atuam normalmente em
diferentes niveis de proliferacdo celular, mas podem promover o crescimento
tumoral quando mutados (IMRAN et al., 2017). A versdo mutada dos proto-
oncogenes é chamada de oncogene, que surge como resultado de mutacfes
gue aumentam o nivel de expressdo ou atividade de um proto-oncogene. A
conversdo de proto-oncogene em oncogene é causada devido a translocacéo,
rearranjo cromossdmico ou mutacdo no gene devido a adicdo, delecdo ou
duplicacdo génica (BISTER, 2015). Assim, 0os oncogenes exibem uma producéo
aumentada e desregulada de proteinas envolvidas na proliferacao, diferenciacéo
e morte celular, levando ao aumento da divisdo celular, a diminuicdo da
diferenciacao e inibicdo de morte celular (IMRAN et al., 2017). Podem ser citados
diversos oncogenes que codificam diferentes proteinas, tais como: KRas,
receptores tirosina kinase, receptor do fator de crescimento epidérmico, BRaf,
entre outros (THOMAS et al., 2007).

De modo semelhante, a mutag&o de genes supressores de tumor impede
a inibicdo da progressao do ciclo celular, facilitando assim o crescimento anormal
de células. Ou seja, em caso de falha no processo de divisdo 0s genes
supressores de tumor codificam proteinas que impedem a progressao do ciclo
celular para que a falha seja reparada ou a célula entre em processo de morte
celular por apoptose (DAMMANN et al., 2017; LIPSICK, 2020). Sendo assim, 0s
genes supressores de tumor atuam normalmente inibindo a proliferagéo celular
e o desenvolvimento de tumores. Em muitos tumores, esses genes sao perdidos
ou inativados, removendo assim os reguladores negativos da proliferagéo celular

e contribuindo para a proliferacdo anormal de células tumorais (CURTIN, 2012).
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O principal gene supressor tumoral é o TP53, que desempenha um papel
central no cancer humano. A proteina p53 pode detectar e ser ativada por uma
grande variedade de sinais de estresse extra e intracelulares, incluindo danos ao
DNA, ativacdo de oncogenes, hipbxia, alteracao de nivel de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species), entre outros (MULLER;
VOUSDEN, 2014; PFLAUM; SCHLOSSER; MULLER, 2014). Entdo, o p53 atua
como fator de transcricdo regulando uma variedade de processos celulares
importantes, incluindo apoptose (OZAKI; NAKAGAWARA, 2011), parada do ciclo
celular (SENTURK; MANFREDI, 2013) , senescéncia (FENG; LEVINE, 2010),
segregacao cromossdmica (JANSSEN et al., 2011), funcdo antioxidante e
regulacdo metabolica (BUDANOV, 2014).

J& os genes reparadores de dano ao DNA desempenham papéis vitais na
manutencdo de um genoma saudavel. O DNA é continuamente danificado por
agentes genotoxicos gerados no ambiente (por exemplo, luz UV, radiacdo
ionizante, etc.) ou intracelularmente (por exemplo, espécies reativas de oxigénio
como subprodutos de processos metabdlicos celulares) (ROMERO-LAORDEN,;
CASTRO, 2017), todavia, esses mecanismos reparadores conferem a
integridade do DNA. Por outro lado, células cancerigenas podem surgir com o
acumulo de mutacdes nesses genes que conferem vantagens de crescimento e
sobrevivéncia, por meio do acumulo de erros de DNA e instabilidade gendmica
(LAHTZ; PFEIFER, 2011). Ainda, defeitos em genes reparadores de DNA
representam o evento genético mais comumente envolvido na hereditariedade
do cancer (ROMERO-LAORDEN; CASTRO, 2017; BROUSTAS; LIEBERMAN,
2014).

O exemplo mais conhecido de genes reparadores de DNA, possivelmente
mutados no cancer, sdo os genes BRCA1 e BRCA2, que codificam proteinas
envolvidas no reparo de rupturas de cadeia dupla de DNA por recombinacdo
homologa (FRIEDENSON, 2007). Quando qualquer um desses genes € mutado,
de tal forma que seu produto proteico ndo € produzido ou nao funciona
corretamente, o dano do DNA pode nao ser reparado adequadamente. Como
resultado, as células sdo mais propensas a desenvolver alteracbes genéticas
adicionais que podem levar ao cancer (CHAE et al., 2016).

Todas as alteragcbes observadas para transformacédo celular e

consequente desenvolvimento do cancer produzem modificacdes celulares que
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fazem com que as células cancerigenas apresentem uma série de
caracteristicas especificas que as diferenciam das células saudaveis, a saber:
sinalizacao sustentada para a proliferacdo celular, ndo responsividade a sinais
supressores de crescimento, imortalidade replicativa, resisténcia a morte celular
programada, reprogramacgdo do metabolismo energético, evasédo da destrui¢cao
pelo sistema imune, ativacdo de invasdo e metastase, instabilidade do genoma
e inducado de angiogénese (Figura 1)(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 1. Caracteristicas bioldgicas do cancer
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Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG; 2011.

2.2 Ciclo celular e sua desregulacdo no cancer e apoptose

A regulacao do ciclo celular € um processo diretamente relacionado com
a geracao e o desenvolvimento de neoplasias. O ciclo celular é uma sequéncia
complexa de eventos coordenados que conduz a célula a divisdo celular
(FOSTER, 2008). E dividido em duas partes basicas: mitose e interfase. A mitose
(divisdo nuclear) correspondente a separacao de cromossomos filhos, e termina
com a divisao celular (citocinese). Existem diferentes etapas durante a mitose: a
profase, a prometafase, a metafase, a anafase e a teléfase. Os principais
eventos que ocorrem na mitose sao a condensacdo cromossOmica na profase,
a formacdo do fuso durante a prometafase, a fixagcdo dos cromossomos no fuso
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mitotico e sua organizagdo na metafase, a segregacdo dos cromossomos na
anafase e a formacdo de dois nucleos funcionais durante a teléfase.
Eventualmente, duas células filhas sdo produzidas por citocinese (MAES et al.,
2017; MCINTOSH, 2016).

Durante a interfase, os cromossomos sdo descondensados e distribuidos
por todo o nucleo, de modo que o nucleo aparece morfologicamente uniforme.
Em nivel molecular, no entanto, a interfase € o tempo durante o qual tanto o
crescimento celular como a replicagdo do DNA ocorrem de forma ordenada na
preparacao da divisdo celular passando por diferentes fases: G1, S (sintese), G2
e M (mitose) (MCINTOSH, 2016; VERMEULEN; VAN BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003).

A fase G1 corresponde ao intervalo entre mitose e inicio da replicacéo do
DNA. Durante G1, a célula é metabolicamente ativa e cresce continuamente,
mas nao replica seu DNA. G1 é seguida pela fase S (sintese), durante a qual a
replicacdo do DNA ocorre. A concluséo da sintese de DNA ¢é seguida pela fase
G2 (intervalo 2), durante a qual o crescimento celular continua e as proteinas
sao sintetizadas em preparacao para a mitose (MAES et al., 2017).

Os pontos de verificacdo (checkpoints) controlam os eventos ao longo do
ciclo celular e séo responsaveis pelo prosseguimento ou parada do ciclo, estes,
por sua vez, séo controlados por cinases dependentes de ciclina (Cdk), que sé&o
expressas quando a célula passa de G1 para S para G2 e para a fase M. Quando
algum tipo de anormalidade é reconhecido nesses pontos, o ciclo celular para
até a completa reparacdo do dano ou morte celular (VISCONTI; DELLA
MONICA; GRIECO, 2016).

A atividade dessas cinases aumenta e diminui a medida que a célula
avanca através do ciclo. As oscilacdes levam diretamente a mudancas ciclicas
na fosforilacdo de proteinas intracelulares que iniciam ou regulam os principais
eventos do ciclo celular - replicacdo do DNA, mitose e citocinese. Um aumento
na atividade de Cdk no inicio da mitose, por exemplo, leva a uma maior
fosforilacdo de proteinas que controlam a condensacgao cromossémica, a quebra
do envelope nuclear e a montagem do fuso (MAES et al., 2017).

Mudancas ciclicas na atividade de Cdk sdo controladas por uma complexa
variedade de enzimas e outras proteinas. O mais importante regulador de Cdk

sao proteinas conhecidas como ciclinas. Cdks, como o préprio nome indica, séo
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dependentes de ciclinas para sua atividade: a menos que estejam fortemente
ligados a uma ciclina, eles ndo tém atividade de proteina cinase (MAES et al.,
2017). As ciclinas foram inicialmente designadas como tais porque elas sofrem
um ciclo de sintese e degradacdo em cada ciclo celular. Os niveis de Cdk, ao
contrario, sdo constantes. As mudancgas ciclicas nos niveis de ciclina resultam
na montagem ciclica e na ativacdo dos complexos de ciclina-Cdk; essa ativacao,
por sua vez, desencadeia os eventos do ciclo celular (LIM; KALDIS, 2013; MAES
et al., 2017; MALUMBRES; BARBACID, 2009)(Figura 2).

Figura 2. Complexos de ciclina-Cdk do sistema de controle do ciclo celular
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Fonte: ALBERTS; JOHNSON; LEWIS, 2000
Legenda: As concentracdes dos trés principais tipos de ciclinas oscilam durante o ciclo celular,

enquanto as concentracdes das Cdks (ndo mostrado) ndo mudam e superam as quantidades de
ciclinas. Na fase G1 tardia, niveis crescentes de G1/S-ciclina levam a formacdo de complexos
G1/S-Cdk que promovem a progressao através da transi¢éo de Inicio. Os complexos S-Cdk se
formam no inicio da fase S e desencadeiam a replicacdo do DNA, assim como alguns eventos
mitéticos iniciais. Os complexos M-Cdk se formam durante G2, mas sdo mantidos em um estado
inativo; eles séo ativados no fim de G2 e desencadeiam a entrada na mitose na transicdo G2/M.

Um complexo proteico separado, o0 APC/C, inicia a transicdo metafase-anafase.

No cancer, podem ser observadas diferentes modificacées no controle do
ciclo celular que resultam de alteracdes cromossémicas (amplificacdes e
translocacdes de oncogenes e delecbes de supressores de tumores) ou
inativacao epigenética (metilacdo de promotores de supresséo tumoral). As Cdks
mal reguladas podem induzir sinalizacdo mitogénica constitutiva e respostas
defeituosas aos sinais anti-mitogénicos, levando a proliferacdo ndo programada
e instabilidade genémica e cromossomica (MALUMBRES; BARBACID, 2009).
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A proliferacdo n&o programada € causada principalmente pela
desregulacdo na atividade das Cdks ou de seus reguladores (MALUMBRES;
BARBACID, 2001, 2009), sendo a superexpressao de Cdk e ciclinas, e perda de
CKI (inibidores de cinases dependentes de ciclinas) e da expressédo de pRB
(proteina do retinoblastoma) frequentemente relatadas em neoplasias humanas
(MALUMBRES; BARBACID, 2001). A atividade aberrante de proteinas do ciclo
celular e checkpoints resultam na desregulacdo da progressao do ciclo celular,
que € uma das principais caracteristicas do cancer (MAES et al., 2017). Esses
defeitos incluem a proliferacdo ndo programada, instabilidade gendmica (GIN,
mutacBes de DNA aumentadas e aberracdes cromossdmicas) e a instabilidade
cromossomica (CIN, mudangcas no nimero do cromossomo) que causam a
transformacao maligna (MALUMBRES; BARBACID, 2009).

GIN é o resultado de alteracdes nas vias de resposta ao dano do DNA,
causando a progressao do ciclo celular na presenca de dano ao DNA. As
mutacBes em proteinas de resposta ao dano do DNA e ativacao constitutiva de
Cdc25 levam a hiperativagdo de Cdks (MALUMBRES; BARBACID, 2009).
Aneuploidia e outras alteracbes cromossomicas (CIN) sdo causadas por
mutacBes em proteinas envolvidas na separacdo cromossOmica durante a
mitose. Varias proteinas da via SAC (ponto de verificagdo da montagem do fuso),
controladoras da separacdo cromossOmica, sao frequentemente mutadas em
cancer humano (MALUMBRES; BARBACID, 2009). Além disso, os tumores
humanos apresentam defeitos no controle de transicdo G1 a S (DIAZ-MORALLI
et al., 2013). Consequentemente, as Cdks envolvidas nesta transicdo, Cdk4, 6 e
2 sao alteradas em mais de 80-90% dos tumores, sendo a regulacdo de sua
atividade um passo importante durante o desenvolvimento do tumor
(MALUMBRES, 2011; MALUMBRES; BARBACID, 2001).

A caracteristica fundamental para o crescimento tumoral envolve a
capacidade das células de sustentar a proliferacéo cronica. Nesse contexto, as
células cancerigenas desregulam a producdo e liberacdo dos sinais que
promovem a entrada e progresséo atraves do ciclo celular. Esses sinais sdo
transmitidos, em geral, por fatores de crescimento que se ligam a receptores de
superficie celular contendo dominios intracelulares de tirosina cinase, esses
dominios emitem sinais intracelulares que promovem a progresséo através do

ciclo celular e o crescimento celular. As células cancerigenas utilizam de varias
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estratégias para manter a proliferagdo celular, como: producdo aumentada de
fatores de crescimento, estimulo de células saudaveis préximas para produzir
fatores de crescimento e aumento nos niveis de receptores exibidos nas células
cancerigenas (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Dado que a principal caracteristica das células tumorais € a desregulagéo
do ciclo celular e a sua proliferacdo descontrolada, ndo é surpreendente que 0s
principais atores dos mecanismos acima mencionados sejam frequentemente
alterados no cancer. Portanto, a inibicdo do ciclo celular representa uma
oportunidade para a intervencao terapéutica no tratamento de doengas
proliferativas, como o cancer (MANCHADO; GUILLAMOT; MALUMBRES, 2012).

A maioria dos medicamentos contra o cancer perturba o ciclo de
proliferacdo das células tumorais ao inibir/danificar os eventos do ciclo celular,
que ativam os pontos de controle, prendem células em determinada fase do ciclo
e induzem a apoptose (MANCHADO; GUILLAMOT; MALUMBRES, 2012). Por
exemplo: os inibidores que tem como alvo a replicacdo do DNA (5-fluorouracil);
a divisdo celular (paclitaxel, estabilizador de microtabulos) (WILLIAMS;
STOEBER, 2012) e inibidores do ciclo celular como o flavopiridol (inibidor de
CDK) (DICKSON; SCHWARTZ, 2009).

A apoptose € uma via de morte celular evolutivamente conservada que é
responsavel pelo descarte programado de células durante o desenvolvimento
eucariético normal e manutencdo da homeostase do organismo (ELMORE,
2007). Para manter a fisiologia e a funcdo tecidual normais, as células
danificadas, disfuncionais ou desnecessarias sdo constantemente eliminadas
por um processo regulado de morte celular (RATHMELL; THOMPSON, 2002;
SEDGER et al., 2010).

A apoptose € considerada um componente vital de varios processos,
incluindo renovacédo celular normal, desenvolvimento e funcionamento
adequados do sistema imunoldgico, desenvolvimento embrionario e morte
celular induzida por produtos quimicos. A apoptose inadequada (para mais ou
para menos) € um fator em muitas condicbes humanas, incluindo doencas
neurodegenerativas, danos isquémicos, distlrbios autoimunes e muitos tipos de
canceres (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

As caracteristicas morfolégicas e bioquimicas da célula apoptoética

incluem condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear (picnose),
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protedlise, formagdo de prolongamentos na membrana celular (blebs de
membrana plasmatica), encolhimento celular e ativacdo de caspases.
Eventualmente, as células quebram em pequenos fragmentos cercados por
membrana (corpos apoptéticos), que séo eliminados pela fagocitose sem incitar
uma resposta inflamatoria (GALLUZZI et al., 2007; IORGA; DARA; KAPLOWITZ,
2017; REED, 2000).

Nos ultimos anos, o mecanismo molecular responsavel pela apoptose foi
elucidado, revelando uma familia de proteases intracelulares, as caspases,
responsaveis direta ou indiretamente pelas alteracdes morfolégicas e
bioquimicas que caracterizam o fendbmeno da apoptose (GIAMPAZOLIAS; TAIT,
2018).

As caspases possuem cisteina no seu sitio ativo e clivam seus substratos
com residuos de aspartato, como as pré-caspases, tornando-as ativas, caspases
ativas participam da cascata de sinalizacdo e mecanismos moleculares
relacionados a morte celular (MUKHOPADHYAY et al, 2014
VAKIFAHMETOGLU-NORBERG; OUCHIDA; NORBERG, 2017), como perda da
diferenca de potencial de membrana, liberacdo de fatores pré-apoptoéticos e de
espécies reativas de oxigénio (ROS).

A fosfatidilserina € um componente fosfolipidico da membrana plasméatica
que também sofre alteracdo durante o processo apoptético. Em células normais
a fosfatidilserina € localizada na cama interna da membrana plasmatica. Na
maioria das células apoptoticas a fosfatidilserina é translocada para a camada
externa da membrana plasmatica e exposta na superficie celular sendo
reconhecida por fagécitos (SHIRATSUCHI et al., 1998). A anexina V pertence a
uma familia de proteinas de ligacdo aos fosfolipidios, as anexinas. Liga-se na
presenca de ions Ca?" com alta afinidade a fosfolipidios carregados
negativamente como a fosfatidilserina (PS) (GRANDMAISON; NANOWSKI;
VANCE, 2004). Na citometria de fluxo, a anexina V € comumente usada para
detectar células apoptoticas por sua capacidade de se ligar a fosfatidilserina, um
marcador de apoptose quando esta no folheto externo da membrana plasmatica
(VAN GENDEREN et al., 2008).

Mais detalhadamente, a apoptose € iniciada por estimulos internos ou

externos e mediada por duas vias distintas: a via intrinseca (mediada por
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mitocdndrias) e a via extrinseca (mediada pelo receptor da morte) (SINGH;
LETAI; SAROSIEK, 2019).

Como ressaltado, a via extrinseca € mediada por receptores de morte,
proteinas transmembranares que detectam sinais extracelulares especificos de
morte, pertencentes a superfamilia do gene do receptor do fator de necrose
tumoral (TNFR). Em seguida, moléculas adaptadoras, como FADD (do inglés,
Fas-Associated via Death Domain) e TRADD (do inglés, Tumor Necrosis Factor
Receptor-1-Associated Death Domain) sdo recrutadas para o dominio de morte
do receptor formando o complexo de sinalizagdo indutora de morte (DISC)
(KISCHKEL et al., 1995), pro-caspases iniciadoras (pro-caspase -8 ou -10) sédo
recrutadas ao DISC e levam a ativacdo autocatalitica e liberacdo da caspase
ativa (RAMPAL et al.,, 2012). A caspase ativadora ativa caspases efetoras,
especialmente caspase-3 e -7, a jusante que subsequentemente clivam
substratos especificos, resultando em morte celular.. Em outro mecanismo, 0
sinal precisa ser amplificado por vias apoptoticas dependentes de mitocondrias,
onde a caspase-8 medeia a clivagem da proteina pré-apoptética, BID, que
posteriormente libera fatores pré-apoptéticos mitocondriais que ligam a via
extrinseca a intrinseca (LUO et al., 1998; MCARTHUR; KILE, 2018; RAMPAL et
al., 2012) (Figura 3).

Estresses intrinsecos, como oncogenes, dano direto ao DNA, estresse
oxidativo e fome podem ativar a via apoptética intrinseca. As proteinas pro-
apoptéticas no citoplasma, BAX e BID, se ligam a membrana externa das
mitocondrias ao receber o sinal de estresse. O BAK, outra proteina pro-
apoptoética que reside dentro das mitocéndrias, interage com o BAX e o BID e
causa a liberacdo do citocromo c e outros fatores pro-apoptéticos mitocondriais
no citosol (GAHL; DWIVEDI; TJANDRA, 2016). O citocromo c se liga ao fator-1
de ativacdo da protease apoptética (Apaf-1), que forma um apoptossomo que
desencadeia a ativacdo do iniciador procaspase-9 (ACEHAN et al., 2002). A
caspase-9 ativada inicia subsequentemente uma cascata de caspase
envolvendo caspases efetoras a jusante, como caspase-3, caspase-7 e
caspase-6, resultando finalmente em morte celular (MCARTHUR; KILE, 2018).
A proteina supressora de tumor p53 é um sensor do estresse celular e € um
ativador critico da via intrinseca. A p53 inicia a apoptose ativando

transcricionalmente os membros da familia BAX proapoptética e reprimindo as
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proteinas Bcl2 antiapoptoticas (OZAKI; NAKAGAWARA, 2011). Ao contrario da
via intrinseca, ndo ha envolvimento da p53 na inducdo de apoptose na via
extrinseca (RAVI et al., 2004) (Figura 3).

Figura 3. Via intrinseca e extrinseca da apoptose
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Fonte: Adaptado de RAMPAL et al., 2012

Legenda: Na via extrinseca, os ligantes da morte se ligam aos receptores transmembranares da
morte presentes na célula. A ligacdo do ligante aos receptores na célula alvo desencadeia o
agrupamento de receptores na superficie celular. Essa agregacdo recruta as proteinas
adaptadoras no local citoplasmatico dos receptores, formando o complexo de sinalizagao
indutora de morte (DISC). A formacdo do DISC aproxima as moléculas de pro-caspase,
facilitando sua ativagdo autocatalitica e liberagdo no citoplasma onde ativam a cascata de
caspase. A caspase-8 ativa também medeia a clivagem da proteina pro-apoptética, a BID, que
posteriormente libera fatores pro-apopt6ticos mitocondriais que ligam as duas vias. No caso da
via intrinseca, o sinal de estresse causa a ligacdo de proteinas citoplasmaticas, BAX e BID a
membrana externa das mitocéndrias. Outra proteina mitocondrial BAK interage com BAX e BID,
causando a liberacdo do citocromo ¢ no citosol. Isso se liga ao Apaf-1, que forma um apotossoma
que desencadeia a ativacdo da procaspase-9. A caspase-9 ativada inicia ainda mais a cascata
da caspase, levando a apoptose. A proteina supressora de tumor p53 é um sensor do estresse
celular e desempenha um papel vital no inicio da apoptose, ativando transcricionalmente as

proteinas proapoptéticas BID e BAX.
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A apoptose ou morte celular programada é um processo fundamental no
controle do desenvolvimento e progressao do cancer. A capacidade das células
cancerigenas de escapar da apoptose € uma das caracteristicas fundamentais
do céncer e € um dos principais alvos do desenvolvimento da terapia do cancer
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Um dos avan¢os mais importantes na pesquisa
do céncer nos ultimos anos é o0 reconhecimento de que a morte celular
principalmente por apoptose esta crucialmente envolvida na regulacdo da
formacdo de tumores e também determina criticamente a resposta ao
tratamento. A morte de células tumorais pela maioria das estratégias anticancer
atualmente usadas em oncologia clinica, por exemplo, quimioterapia, radiacao
y, terapia génica ou imunoterapia, tem sido associada a ativagdo de vias de
transducdo de sinal de apoptose em células cancerigenas, tanto intrinseca
quanto extrinseca (FULDA; DEBATIN, 2006).

2.3 Angiogénese tumoral

A angiogénese é o processo fisioldgico por meio do qual novos vasos
sanguineos se formam a partir de vasos pré-existentes. E um processo normal
e complexo controlado por certas biomoléculas produzidas no corpo (RAJABI;
MOUSA, 2017). Os sinais quimicos enddgenos locais ou sistémicos coordenam
funcbes de células endoteliais e células musculares lisas. Nesse sentido, a
geracdo de novos vasos sanguineos provém de células sanguineas
preexistentes por meio da "brotacéo" de células endoteliais, expandindo assim a
arvore vascular (RAJABI; MOUSA, 2017).

Os processos de angiogénese fisiologica sdo cruciais durante o
desenvolvimento embrionario, cicatrizacdo de feridas e formacao colateral para
melhorar a perfusédo de 6rgdos (RAJABI; MOUSA, 2017). Contudo, processos
angiogénicos anormalmente acelerados ou angiogénese patoldgica estao
associados a varias enfermidades como artrite reumatoide, psoriase, diabetes
mellitus, crescimento tumoral e disseminacdo metastatica (CHENG; MA, 2015;
ELSHABRAWY et al., 2015; HEIDENREICH; ROCKEN; GHORESCHI, 2009;
RAJABI; MOUSA, 2017).

Entdo, a angiogénese desempenha um papel critico na progressao do

cancer. A medida que os tumores crescem, sua vasculatura original pode ser
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insuficiente para suprir a crescente massa de tecido e, consequentemente, a
hipoxia local se desenvolve. Assim, a neovascularizagdo € uma caracteristica
chave que determina o crescimento e metastase de tumores malignos (ZICHE;
MORBIDELLI; MORBIDELLI, 2009).

O suprimento de sangue é necessario para suprir os tumores (com mais
de 2 a 3 mm3) com oxigénio e nutrientes e remover residuos metabdlicos,
permitindo que as células cancerigenas invadam tecidos proximos, se movam
pelo corpo e formem novas coldnias de células cancerigenas, chamadas
metéstases (LEWIS et al., 1995; RAJABI; MOUSA, 2017). Para isso, as células
tumorais estimulam esse suprimento de sangue por meio da liberacédo de sinais
quimicos que estimulam a angiogénese, ou, estimulo de células saudaveis
proximas a produzir moléculas de sinalizacdo pro-angiogénicas (Figura 4)
(RAJABI; MOUSA, 2017).

Figura 4. Angiogénese tumoral
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Fonte: Adaptado de Giuliano;Pages, 2013

Legenda: As células tumorais, juntamente com outras células hospedeiras, incluindo células
inflamatérias e fibroblastos do estroma, produzem altos niveis de fatores pré-angiogénicos e
niveis reduzidos de inibidores enddgenos, inclinando a balangca para um fenétipo pro-

angiogénico.
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Apés a ativacdo das células endoteliais por estimulos angiogénicos, séo
produzidas enzimas proteoliticas que degradam a matriz extravascular (ECM) e
a membrana basal. As células endoteliais proliferam e migram para a area
perivascular, formando "brotos primérios". O subsequente desenvolvimento
desses brotos primarios leva a formacgéao de capilares, que € seguida pela sintese
de uma nova membrana basal e amadurecimento dos vasos sanguineos para
completar as estruturas tipo tubo através do qual o sangue pode fluir (KOCH;
DISTLER, 2007).

A angiogénese é regulada por moléculas ativadoras e inibidoras, fatores
pré e antiangiogénicos. O switch angiogénico, ou seja, a mudanca de um
fendtipo para outro, envolve uma mudanca no equilibrio local entre os
reguladores positivos e negativos da angiogénese. No cancer, em contraste ao
que acontece em tecidos saudaveis, um switch angiogénico é quase sempre
ativado estimulando o brotamento continuo para a formacédo de novos vasos,
sustentando a expansao do crescimento neoplasico e o desenvolvimento
metastatico (HANAHAN; WEINBERG, 2011). De acordo com os dados
experimentais e clinicos, a maioria dos tumores humanos n&o induzem
angiogénese e existem in situ, esses tumores ficam sem suprimento de sangue
por meses a anos, quando algumas células do tumor mudam para um fenétipo
angiogénico (switch angiogénico). A base molecular deste mecanismo pode ser
0 aumento da producdo de fatores angiogénicos ou a perda de inibidores da
angiogénese (YADAYV, 2015).

Dentre os principais fatores antiangiogénicos, podem ser citados o
interferon, interleucinas, inibidores de MMPs (metaloproteinases de matriz),
angiostatina e endostatina (CASTANEDA-GILL; VISHWANATHA, 2016).

Por outro lado, mais de uma duzia de proteinas diferentes foram
identificadas como ativadores angiogénicos, incluindo o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF); o fator basico de crescimento de fibroblastos (FGF),
que atua na promocéo da proliferacdo celular, migracado e diferenciacdo das
células endoteliais vasculares; as angiopoietinas e o fator de crescimento
transformante (TGF), que tem propriedades pré e antiangiogénicas a depender
dos seus niveis; o fator de necrose tumoral (TNF), que atua como um fator de
ativacdo de macrofagos que, por sua vez, secretam fatores angiogénicos; fator

de crescimento endotelial derivado de plaquetas (PDGF), que esta envolvido na
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maturagdo dos vasos e recrutamento de pericitos; fator de crescimento de
hepatdcitos e fator de crescimento epidérmico (EGF), que ativa a via do seu
receptor (EGFR) na regulacéo de fatores pro-angiogénicos, tais como o VEGF,
sendo, portanto, visto como regulador indireto da angiogénese; e outros como,
fator de crescimento placentério, interleucina-8 e fator estimulante de colbnias
de granulécitos (NISHIDA et al., 2006b).

A familia VEGF e seus receptores (VEGFR) estdo recebendo cada vez
mais atencdo no campo da vascularizacdo neoplasica, sendo esse mediador
liberado pelas células tumorais e células do estroma tumoral. O VEGF, que é
superexpresso em muitas neoplasias malignas humanas, atua de diversas
formas como regulador chave do processo angiogénico, induzindo proliferacéo,
diferenciacdo e migracdo de células endoteliais, além de controlar a
permeabilidade vascular (NISHIDA et al., 2006a; SHIBUYA, 2011; VAN DER
VELDT et al., 2012).

Outro mediador importante no processo da angiogénese € o 6xido nitrico
(NO), um gas produzido de forma enddgena e de vida curta, que atua como uma
molécula de sinalizacdo no corpo (KORDE CHOUDHARI et al., 2013). Assim, é
um regulador pleiotropico, critico para varios processos biolégicos, incluindo
vasodilatacao, neurotransmissao e imunidade mediada por macréfagos. O NO é
sintetizado por trés isoformas de Oxido Nitrico Sintases (NOS) codificadas
diferencialmente em mamiferos: NOS neuronal (nNOS ou NOS-1), NOS
induzivel (iNOS ou NOS-2) e NOS endotelial (eNOS ou NOS-3). Todas as
isoformas da NOS catalisam a reacdo de L-arginina, NADPH e oxigénio a NO,
L-citrulina e NADP. O NO pode exercer sua acao celular por vias dependentes
ou independentes de cGMP (MUNTANE; DE LA MATA, 2010).

Os efeitos do NO na biologia tumoral sdo amplos, abrangendo seu
envolvimento na transformacdo celular, formacdo de lesdes neoplasicas,
iniciacdo e regulacdo da cascata metastatica (KORDE CHOUDHARI et al.,
2013). Estudos experimentais iniciais mostraram que a inducéo de iNOS (Oxido
nitrico sintase induzivel) em células tumorais promove angiogénese (por
aumento da expresséo do VEGF), o que aumenta a densidade microvascular e
a progressao tumoral (CHIN et al., 1997; FRANK et al., 1999; JADESKI et al.,
2000; JENKINS et al., 1995; YANG et al., 2001).
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Os efeitos do NO nos tumores parecem depender da atividade e
localizac&o das isoformas de NOS, concentracéo e duracdo da exposicdo ao NO
e sensibilidade celular ao NO (BURKE et al., 2013). O NO enddgeno promove 0
fluxo sanguineo do tumor através da dilatagdo dos vasos arteriolares, diminui as
interagbes adesivas endoteliais de leucécitos e aumenta a permeabilidade
vascular (ZICHE; MORBIDELLI; MORBIDELLI, 2009). Ainda, NO pode promover
a angiogénese por liberacéo e participacdo na via do VEGF, ativacdo da COX2,
que estimula a producéo de fatores pré-angiogénicos e prostaglandinas; além de
limitar a proliferacdo de células leucocitarias que tem consequéncias adversas
na resposta antitumoral do hospedeiro (BURKE et al., 2013; KORDE
CHOUDHARI et al., 2013). A inibicdo de NOS, geneticamente ou com agentes
farmacoldgicos, mostrou reduzir os niveis de VEGF e inibir a angiogénese
tumoral (ANDRADE; HART,; PIPER, 1992; MAEDA et al., 1994; MALONE et al.,
2006; TOZER; PRISE; CHAPLIN, 1997).

Avancos recentes na compreensdo do mecanismo angiogénico levaram
ao desenvolvimento de varios agentes antiangiogénicos e antimetastéticos e que
utilizam a estratégia de regulagéo do switch angiogénico (YADAYV, 2015).

Os principais agentes antiangiogénicos utilizados na terapia do cancer
sao divididos em trés principais classes: anticorpos monoclonais anti-VEGF ou
anti-VEGFR (Bevacizumabe), os inibidores de tirosina-cinase (TKI) (Imatinibe) e
os inibidores de proliferacéo de células endoteliais (Talidomida) (AL-ABD et al.,
2017; CHIMOTE et al., 2014). A terapia antiangiogénica € uma forma de
tratamento ndo curativo para 0 cancer e representa uma estratégia altamente
eficaz contra o cancer, principalmente em combinacdo com agentes citotoxicos
(YADAV, 2015). Essa combinacéo ¢é eficaz, pois os farmacos antiangiogénicos
permitem uma melhor penetracdo do farmaco, visto que normalizam a estrutura
e funcdo dos vasos do tumor, reduzindo a pressado do fluido instersticial
(STURROCK et al., 2018). Poréem esse fenbmeno ainda nédo é bem conhecido e
sua relevancia clinica ainda nédo esta clara (VASUDEV; REYNOLDS, 2014).

2.4 Microambiente Tumoral

Os tumores sao circundados por matriz extracelular (ECM; do inglés,

extracellular matrix) e células estromais, e o estado fisiologico do microambiente
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tumoral (TME; do inglés, tumor microenvironment) estéo intimamente ligados a
cada passo da tumorigénese. Evidéncias sugerem que os componentes do TME
sao fibroblastos e miofibroblastos, células neuroenddcrinas, células adiposas,
células imunes e inflamatérias, o sangue e redes vasculares linfaticas e ECM
(WANG et al., 2017). Os tumores podem influenciar o microambiente ao liberar
sinais extracelulares, promovendo a angiogénese tumoral e induzindo tolerancia
imune periférica, enquanto as células imunes no microambiente podem afetar o
crescimento e a evolugéo das células cancerosas (KORNEEV et al., 2017).

As células do sistema imune, em condigbes normais, protegem contra
invasores, patogenos infecciosos e erradica células danificadas, incluindo
células tumorais nascentes (DAVIS; MILNER, 2007). Porém, em condicdes de
estabelecimento do tumor, as células do sistema imune persistem em locais de
inflamacéo cronica. Essas células tém revelado uma grande participacdo em
diferentes estagios do desenvolvimento tumoral, sendo capazes de imunoeditar
as células tumorais e permitir o estabelecimento do tumor (O’'SULLIVAN et al.,
2012).

A imunoedi¢cdo tumoral envolve células do sistema imune inato e
adaptativo e é dividida em trés estagios: eliminacédo, equilibrio e evasédo (DUNN;
OLD; SCHREIBER, 2004). Na fase de eliminacdo o sistema imune visa erradicar
as células tumorais antes mesmo que o tumor seja identificado clinicamente,
esse processo € acompanhado por diferentes tipos celulares e moléculas de
sinalizacdo (MURDOCH et al.,, 2008; QIAN; POLLARD, 2010), mas héa
principalmente a participacdo de células do sistema imune inato (macréfagos e
células Natural Killer) reconhecendo DAMPS ( padrdes moleculares associados
a danos), antigenos tumorais e ligantes de NK e desencadeando mecanismos
citoliticos e citotoxicos para eliminar a célula tumoral (EGEBLAD; NAKASONE;
WERB, 2010; MANTOVANI, 2010; QIAN; POLLARD, 2010). No estagio de
equilibrio, as células tumorais ndo podem ser completamente eliminadas, mas o
crescimento do tumor pode ser controlado por células do sistema imune
adaptativo, principalmente linfécitos T. Para escapar da vigilancia imunoldgica,
as células cancerosas tendem a evoluir uma série de alteracBes fenotipicas
nesta fase (RICCIARDI et al., 2015). Essas células, com vantagem de
sobrevivéncia, acabariam por evadir-se do controle imunolégico e se transformar
em tumor primario (MITTAL et al., 2014).
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Em outras palavras, o microambiente imune ajuda as células cancerosas
a selecionar as células dominantes para que o tumor possa progredir na taxa
mais rapida em um ambiente limitado (WANG et al., 2017). Na fase de escape
as células do sistema imunolégico criam um microambiente favoravel ao
crescimento das células tumorais e estabelecimento do tumor, reduzindo
proteinas e citocinas antitumorais (PATHAK et al., 2016; TAO et al., 2016) e
recrutando células que estabelecem um perfil imunossupressor, como células T
reguladoras (Treg), células supressoras derivadas de células mieldides (MDSC)
e macréfagos com fenétipo M2 (YARCHOAN et al., 2017).

As citocinas sd0 mensageiros moleculares que permitem que as células
do sistema imunolégico se comuniquem entre si para gerar uma resposta
coordenada, robusta, mas auto-limitada, a um antigeno alvo (LEE; MARGOLIN,
2011). As citocinas estimulam diretamente as células efetoras imunes e as
células estromais no local do tumor e podem aumentar o reconhecimento de
células tumorais por células efetoras citotoxicas, atuar como fatores de
crescimento ou modular o sistema imune para evitar a destruicdo das células
tumorais (LEE; MARGOLIN, 2011).

Nesse contexto, a inflamacdo no microambiente tumoral €& um
componente importante da resposta imune associada ao tumor. As células e
moléculas inflamatérias podem funcionar para iniciar e manter a imunidade
tumoral (MANTOVANI et al., 2008; SU et al., 2014). A diferenciacéo dos linfocitos
T CD4* produz quatro subtipos de células: Thl, Th2, Th17 e T reguladoras (Treg)
de acordo com seu repertorio distinto de citocinas (HIRAHARA et al., 2010).

As células Thl produzem interferon y (IFN- y), Interleucina -2 (IL-2), IL-12,
IL-18 e fator de necrose tumoral a (TNF-a), que estdo envolvidas na resposta
pré-inflamatéria mediada por células. As citocinas associadas ao perfil Thl
exibem potentes efeitos antitumorais ativando linfécitos T citotéxicos CD8* e
citotoxicidade mediada pela células Natural Killer (NK), bem como aumentando
a expressao do complexo principal de histocompatibilidade nas células
apresentadoras de antigeno (XU et al., 2016).

Por outro lado, as células Th2 secretam citocinas IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13,
gue medeiam a resposta humoral anti-inflamatoria e a supressao imune através

da inibicdo da producéo de citocinas do perfil Th1l (WEI et al., 2004).
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As células Th1l7 séo caracterizadas como células T CD4* produtoras de
IL-17, que também produzem IL-21, -22 e -26 (BETTELLI et al., 2006; DIGE et
al., 2013; DONG, 2006; WANG et al., 2016), esse perfil pode apresentar um
papel pré ou antitumoral e necessita ser melhor investigado (SONG; YANG,
2017). Além disso, as células Thl7 podem exibir uma funcdo critica no
desenvolvimento de auto-imunidade e reacdes alérgicas (MARUYAMA et al.,
2010; OUYANG; KOLLS; ZHENG, 2008).

O TGFB1, um membro da familia TGFB, que € predominantemente
secretado por Tregs, € outra citocina multifuncional. Ele promove a progressao
do tumor induzindo transicdo mesenguimatosa, escape tumoral ao antagonizar
as funcdes de IL-2 e induzindo supressdo imune (GAUR et al., 2014;
WRZESINSKI; WAN; FLAVELL, 2007), invasdao tumoral e metastase
(JAKOWLEW, 2006; NEUZILLET et al., 2015).

Os macrofagos associados a tumores (TAMs), especificamente, sdo
muitas vezes as ceélulas imunolégicas que orquestram varios fatores no
microambiente do tumor. Estes macrofagos anti-inflamatérios e pro-
tumorigénicos modulam o microambiente local para facilitar o crescimento e
metastase do tumor (PETTY; YANG, 2017). Em geral, os macréfagos podem ser
polarizados em M1l ou M2. Os macréfagos M1 produzem citocinas pro-
inflamatdrias e imunoestimulatérias e estao envolvidos numa resposta de perfil
Th1(YANG; ZHANG, 2017). Ja os macréfagos M2 sdo mais comumente
associados aos TAMs e participam de respostas de perfil Th2 desempenhando
um papel importante na conexao da inflamac&o com o cancer. Podem promover
proliferacdo, invasdo e metastase de células tumorais, estimular a angiogénese
tumoral e inibir a resposta imune antitumoral mediada por células T, seguida pela
promocdo da progressdo tumoral (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010;
SOLIS-MARTINEZ et al., 2015).

Visto que a interacdo do sistema imunologico com as células tumorais no
microambiente tumoral € um fator importante para o desenvolvimento do tumor,
terapias voltadas para modular o sistema imunoldégico visando combater o
crescimento tumoral vem sendo desenvolvidas. Algumas imunoterapias de
cancer consistem em anticorpos que se ligam e inibem a funcéo das proteinas
expressas pelas células cancerigenas como o anti-HER2 (Trastuzumab); ou

anticorpos que inibem segundos sinais inibitérios enviados as células T pelas
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células cancerigenas, como os inibidores de checagem imunolégica anti-PD1
(Nivolumab), anti-PDL1 (Avelumab) e anti-CTLA4 (Ipilimumab). Outras
imunoterapias de cancer incluem vacinas antitumorais (anti-HPV e vacinacao
com células dendriticas) e infusdes de células T (Transferéncia adotiva de
células T) (YARCHOAN et al., 2017).

2.5 Estresse oxidativo e cancer

Espécies reativas de oxigénio, como anion superoxido (Oz’), peroxido de
hidrogénio (H202) e radical hidroxila (HO+), consistem em espécies de oxigénio
radicais e ndo-radicais formadas pela reducéo parcial de oxigénio. A maioria das
ROS enddgenas produzidas nas células resulta de reacdes metabdlicas que
ocorrem dentro da mitocOndria ou peroxissomo. No entanto, existe um
subconjunto de ROS que também sdo produzidas por nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NAPDH) oxidases (NOX), que sdo uma familia de
proteinas transmembranares que transportam elétrons através de membranas
biolégicas e catalisam a converséo de oxigénio em superoxido. O superéxido é
entdo ainda mais reduzido pela superoxido dismutase (SOD) para produzir H20x2.
A ROS também pode ser produzida a partir de ciclo-oxigenases, lipoxigenases
e timidina fosforilase (RAY; HUANG; TSUJI, 2012; STORZ, 2005).

O oxigénio atdmico possui dois elétrons ndo emparelhados em orbitas
separadas em sua camada externa de elétrons. Essa estrutura eletronica torna
0 oxigénio suscetivel a formacéo de radicais. A reducéo sequencial de oxigénio
por meio da adicdo de elétrons leva a formacédo de varios ROS, incluindo: os
radicais de oxigénio, como anion superoxido (Oze-), hidroxila (*OH), peroxila
(RO2¢) e alcoxila (RO¢), bem como espécies nao radicais, que podem ser
convertidos em radicais ou funcionar como agentes oxidantes, incluindo peréxido
de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), 0zbnio (O3) e oxigénio singleto
(102) (YANG; ZHU:; XI, 2018).

Quando ROS sobrecarregam o sistema de defesa antioxidante celular,
seja por aumento nos niveis de ROS ou diminui¢do na capacidade antioxidante
celular, ocorre estresse oxidativo. Para combater essas espécies produzidas
normalmente as células contam com sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo

enzimaticos para a manutencgdo da homeostasia oxidativa. O sistema enzimatico
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conta com a agdo de enzimas como a catalase, a superoxido dismutase, a
glutationa peroxidase e a ascorbato peroxidase que removem o O?~ e H20z,
atuando como eficientes sistemas antioxidantes que protegem os componentes
celulares. Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos pode-se citar o acido
ascorbico, a glutationa, o tocoferol, carotenoides e melatonina, a coenzima Q, a
ferritina e o acido urico (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Trabalhos recentes demonstraram que ROS tém um papel na sinalizacéo
celular, incluindo na apoptose, na expressao genética e na ativacao de cascatas
de sinalizagcao celular, podendo servir como mensageiros intra e intercelulares
(REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016; SIAUCIUNAITE et al., 2019;
ZHANG et al., 2016).

No contexto do cancer, ROS sao consideradas importantes moléculas de
sinalizacdo. Sabe-se que ROS desempenham um papel importante na
tumorigénese e afetam mudltiplos processos biolégicos, como proliferacéo,
instabilidade gendmica, inflamacéo, resisténcia a apoptose e reprogramacao
metabdlica. O que determinara os efeitos de ROS nas células cancerigenas € o
a sua quantidade (KUMARI et al., 2018; LIOU; STORZ, 2010b; SZATROWSKI;
NATHAN, 1991).

ROS séo produzidas por células tumorais, mas também por componentes
celulares que compdem o microambiente tumoral. Niveis aumentados de ROS
sdo observados em varias células tumorais (WANG; ZHANG, 2019). Nesse
sentido, embora altos niveis de ROS possam causar danos aos tecidos e morte
celular, niveis menores de ROS podem ter um efeito proliferativo (WEINBERG;
RAMNATH; NAGRATH, 2019).

Muitos fatores contribuem para o aumento dos niveis de ROS no céancer,
que por sua vez levam a varias consequéncias biolégicas. No geral, as teorias
atuais sugerem que o aumento de ROS durante o desenvolvimento do cancer
confere uma vantagem de sobrevivéncia (YANG et al., 2018).

De fato, ROS podem participar de todas as etapas do processo de
carcinogénese. As ceélulas cancerigenas aumentam a geracdo de ROS, em
comparacdo com suas contrapartes ndo cancerigenas. O aumento de ROS
geralmente é acompanhado pela ativacdo do oncogene, que € a etapa inicial da
transformacao maligna. Ainda ndo se sabe se a ativa¢cdo do oncogene é causada

diretamente pelo aumento de ROS, porém, acredita-se que o dano oxidativo ao
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DNA desempenhe um papel na carcinogénese e na transformacao maligna. No
entanto, o dano oxidativo ao DNA pode ser necessario, mas nao suficiente, para
o desenvolvimento do cancer (WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019).

No que diz respeito ao papel de ROS na fase de promocdo da
carcinogénese, sabe-se que, em concentragdo moderada, ROS ativam a
cascata de sinalizacao de sobrevivéncia das células cancerigenas envolvendo a
proteina quinase ativada por mitdgeno/proteina quinase regulada por sinal
extracelular 1/2 (MAPK/ERK1/2), p38, c-Jun N-terminal kinase (IJNK) e
fosfoinositida-3-cinase/ proteina cinase B (PI3K/Akt), que por sua vez ativam o
fator nuclear kappa-intensificador da cadeia leve de células B ativadas (NF-kB),
metaloproteinases da matriz (MMPs) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (AGGARWAL et al., 2019). Sendo assim, o aumento de ROS pode
mediar a sobrevivéncia, proliferacdo, resisténcia a apoptose, angiogénese e
metastases em células pré-cancerosas, bem como em células cancerigenas,
gue podem promover tanto a iniciacdo quanto a progressao do cancer (WANG;
Y1, 2008).

Em contrapartida, a maioria dos quimioterdpicos gera ROS nas células
cancerigenas. E hipotetizado que o aumento dos niveis de ROS causado pelos
guimioterapicos ultrapassa um limiar e induz a morte celular, este € o principal
mecanismo proposto pelos quais multiplas quimioterapias induzem a regressao
tumoral (CONKLIN, 2004; KONG; BEEL; LILLEHEI, 2000; PELICANO;
CARNEY; HUANG, 2004).

Antraciclinas, como Doxorrubicina, Daunorrubicina e Epirrubicina, geram
niveis mais altos de ROS celulares (MIZUTANI et al., 2005). Complexos de
coordenacdo de platina, agentes alquilantes, camptotecinas, agentes de
arsénico e inibidores da topoisomerase também induzem altos niveis de ROS (LI
et al., 2016, 2013; WANG et al., 2013a), enquanto que taxanos, alcaloides da
vinca, analogos de nucleotideos e antimetabdlitos, geram niveis mais baixos de
ROS (CONKLIN, 2004; YANG et al., 2018).

Nesse contexto, apesar de bem caracterizado o efeito citotoxico de ROS,
também vém sendo estudadas terapias com efeito antioxidante. Devido ao papel
critico de ROS na iniciagdo e/ou promocado dos fendtipos malignos das células
tumorais, o tratamento com antioxidantes é uma abordagem terapéutica aceita
ha muito tempo (KONG; LILLEHEI, 1998).
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Por isso, estratégias como uso de antioxidantes na suplementacdo da
alimentacéo (SEIFRIED et al., 2007), superexpressao de enzimas de eliminacéo
de ROS (HYOUDOU et al., 2008; LIU et al., 2006; NELSON et al., 2006;
NISHIKAWA et al., 2005; VENKATARAMAN et al., 2005), inibicdo de NAPH
oxidase e uso de compostos de nitroxido vem sendo utilizados na terapia do
cancer (FRUEHAUF; MEYSKENS, 2007; KUBO et al., 2006; SATO et al., 2006;
SOULE et al., 2007).

Assim como ROS, o NO também tem um papel dicotdmico no céancer.
Modula diferentes eventos relacionados ao cancer, incluindo angiogénese,
apoptose, ciclo celular, invasdo e metastase (YING; HOFSETH, 2007). Em
contraste com os efeitos promotores de tumores, também foi relatado que o NO
tem efeitos antitumorais (KORDE CHOUDHARI et al., 2013).

O NO pode inibir a apoptose por meio de inibicdo direta da atividade de
caspases, inibicao da liberacao do citocromo ¢, aumento da expressao de Bcl-2,
supressdo da geracdo de ceramida e ativacado da ciclooxigenase. Além disso, a
producdo de NO via INOS pode induzir diretamente mutagdes de GC para AT
em TP53, o que pode contribuir para a perda de sua atividade repressora,
blogueando 0 processo apoptético nessas células (UMANSKY;
SCHIRRMACHER, 2001).

O NO desempenha um papel importante na progressao do tumor pela
regulacdo da angiogénese. Estudos demonstraram que o VEGF produzido por
células tumorais requer uma via NO/cGMP funcional dentro do compartimento
final para promover o crescimento neovascular, assim, o NO enddégeno promove
o fluxo sanguineo no tumor através da dilatagdo dos vasos arteriolares. Outro
mecanismo pelo qual o NO promove a angiogénese € pela ativacdo da COX-2,
que estimula a producdo de fatores pré-angiogénicos e prostaglandinas
(MARROGI et al., 2000). Por outro lado, estudos recentes tém relatado que o
NO pode ter atividade antiangiogénica a depender de sua concentracdo na
célula, porém o mecanismo envolvido nesse processo ainda nao foi esclarecido
(HUERTA, 2015).

O NO também possui um efeito estimulante de invasao, mediado pela
regulacdo positiva de MMP-2 e MMP-9 (metaloproteinases da matriz) e
regulacédo negativa de TIMP-2 e possivelmente TIMP-3 (inibidores teciduais de
MMP) (JESPERSEN et al., 2009; LALA; ORUCEVIC, 1998).
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O NO também participa de efeitos genotoxicos a partir da formacao de
espécies toxicas e mutagénicas, modificacao direta do DNA (quebras de cadeia,
oxidacdo e desaminacao de acidos nucleicos e inibicdo de sistemas necessarios
para reparar lesbes de DNA) (FELLEY-BOSCO, 1998). Considerando todos 0s
aspectos abordados, pode-se inferir que o NO pode estar envolvido no
crescimento e disseminacéo de tumores.

Embora poucos relatos tenham demonstrado o papel contrastante do NO
na mediacdo da regressdo tumoral, sabe-se que o NO também pode exercer
efeitos (KORDE CHOUDHARI et al., 2013; O’'SULLIVAN et al., 2014). Se o NO
tem um efeito inibitério ou estimulador no processo de cancer, depende
inicialmente da concentracdo de NO alcancada e também de outros fatores,
como o tipo de célula exposta, o estado redox, a concentracdo intracelular final,
a duracao da exposicao, etc., no leito do tumor (KORDE CHOUDHARI et al.,
2013).

Foi relatado que o NO derivado de macroéfagos, células de Kupffer, células
natural killer e células endoteliais participa de atividade tumoricida contra muitos
tipos de tumores, mostrado que o NO possui efeitos citotdxicos e citostaticos em
células tumorais (KORDE CHOUDHARI et al., 2013; LECHNER; LIRK; RIEDER,
2005; LI et al., 1991; LOK et al.,, 2016). O efeito citotoxico do NO pode ser
modulado por sua atividade supressora da sintese do DNA (LEPOIVRE;
FLAMAN; HENRY, 1992; VERMA, 2018). Porém, a modulacao pré-apoptoética é
o efeito antitumoral mais conhecido do NO, por meio de ativacdo de caspases
através da liberacao do citocromo mitocondrial C no citosol, na regulacéo positiva
da expressao de p53 e nas alteracbes na expressao de proteinas associadas a
apoptose, incluindo a familia Bcl-2 (CHOI et al., 2002; WANG et al., 2018). Nesse
contexto, considerando os efeitos citostaticos e/ou citotoxicos do NO, estédo
sendo desenvolvidas estratégias para manipular os niveis de NO no
microambiente tumoral para ganho terapéutico.

Os doadores de NO tém sido uma estratégia estudada para terapia
anticancer, sendo relatado que houve o aprimoramento de estimulos
apoptoticos, inibicdo de metastases, inibicdo de angiogénese e inibicdo de
hipoxia, dependendo da concentracdo de NO doador e sobre o tipo e estagio do
cancer (HUERTA, 1992). Por isso os doadores de NO tém sido considerados

novos agentes terapéuticos em potencial para o tratamento do cancer.
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2.6 Terapiado cancer

O tratamento do cancer pode ser feito usando cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia, terapia alvo, hormonioterapia ou transplante de
medula éssea. Dentre esses, a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sédo
considerados os métodos mais comuns de tratamento do céncer, usados
isoladamente ou em combinacdo (SAFARZADEH; SANDOGHCHIAN
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014; SUDHAKAR, 2009). A escolha da terapia
depende da localizacdo, grau do tumor e do estagio da doenca, bem como do
estado geral do paciente (TAKIMOTO; CALVO, 2007).

Os quimioterapicos citotoxicos apresentam acentuada variacdo em sua
estrutura e mecanismo de acdo, e incluem: os agentes alquilantes, os
antimetabolitos e os produtos naturais. Os agentes alquilantes atuam formando
ligacdes transversais com a molécula de DNA, impedindo a sua replicacao.
Consequentemente, a célula fica incapaz de se dividir, 0 que acarreta na sua
morte celular por apoptose. Seu principais representantes séo a ciclofosfamida
e a clorambucila (CHEUNG-ONG; GIAEVER; NISLOW, 2013; PAYNE; MILES,
2008), aléem da cisplatina como principal representante dos complexos de
coordenacao de platina (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014; FLOREA;
BUSSELBERG, 2011; GALLUZZI et al., 2014).

Os antimetabdlitos sdo compostos que carregam uma semelhanca
estrutural com metabdlitos das células, como vitaminas, nucleotideos ou
aminodacidos. Tais compostos competem com o substrato natural pelo sitio ativo
de uma enzima essencial ou de um receptor. Alguns, como o metotrexato, sdo
incorporados diretamente ao DNA ou RNA (CHABNER et al., 2012; CHEUNG-
ONG; GIAEVER; NISLOW, 2013). Outro representante importante da classe é o
5-fluorouracil que atua como um analogo das pirimidinas, esta é convertida em
desoxinucleotideo, o monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP) que, por sua
vez, bloqueia a enzima, a timidilato sintase (TS), necessaria para a conversao
fisiologica de deoxiuridina monofosfato (dUMP) a timidina monofosfato (dTMP),
um componente do DNA (CHON; STOVER; FIELD, 2017).

Os produtos naturais sdo substancias organicas com uma grande
diversidade estrutural e de mecanismos de ac&o no tratamento do cancer. Por

iIsso, apresentam uma grande variedade de subclasses divididas de acordo com
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sua estrutura e/ou mecanismo de agao, sendo as principais delas: os alcaloides
da vinca (que bloqueiam a célula em mitose pela sua capacidade de ligar-se a
tubulina e bloguear sua polimerizacdo, como vimblastina e vincristina), os
taxanos (que estabilizam a tubulina, como o paclitaxel), as epipodofilotoxinas
(que se ligam a topoisomerase Il e ao DNA e impedem o reparo de quebra que
normalmente ocorre apos a ligacdo da topoisomerase ao DNA, como o
etoposidio), os analogos da camptotecina (que ligam-se ao complexo de
clivagem DNA-topoisomerase | e o estabilizam inibindo a religacdo do DNA e
levando ao acumulo de quebras de filamento tanico no DNA, como o irinotecan)
e os antibidticos antitumorais (como a dactinomicina, que intercala o DNA e
impede sua transcricdo e replicacdo) (KINGHORN; CHIN; SWANSON, 2009;
PRAKASH et al., 2013).

Com o conhecimento sobre as bases moleculares do cancer, os estudos
e terapias para o tratamento da doenca evoluiram. Assim, a estratégia de
desenvolvimento de farmacos voltou-se ao planejamento para bloquear ou
alterar mutacbes e aspectos fundamentais para o desenvolvimento e
manutencao da doenca, a chamada terapia alvo. Dois tipos de terapias alvo que
estdo sendo estudadas atualmente sdo as pequenas moléculas e os anticorpos
monoclonais (HUGHES; CAENEPEEL; WU, 2016; PATHAK et al., 2018).

As pequenas moléculas sdo pequenas o suficiente para entrar facilmente
nas células, entdo elas sédo direcionadas a alvos intracelulares envolvidos em
processos que ajudam as células cancerigenas a se multiplicarem e espalharem.
Essas moléculas focam na inibicdo das cinases e impedem a ativacao de vias
que estao desreguladas no cancer. A pequena molécula mais bem sucedida até
agora foi o imatinibe (Gleevec®), que é usado para tratar leucemia mieloide
cronica (LMC). A doenca surge devido a uma translocacdo de cromossomos
para gerar uma proteina anormal, BCR-ABL (regido de cluster de ponto de
interrupcao - proto-oncogene de Abelson) e o imatinibe foi projetado para atingir
esta proteina celular (BAUDINO, 2015).

O segundo tipo de terapia-alvo sdo o0s anticorpos monoclonais. Seu
mecanismo de acdo envolve a interrupgao das interacdes entre o ligante e o
receptor (extracelular), seja pelo anticorpo que bloqueia o local de interag&o ou
pela proteina ligante que esta sendo removida do sistema (GOLAY; INTRONA,
2012). Por exemplo, o bevacizumab (Avastin®), liga-se ao fator de crescimento
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endotelial vascular (VEGF) inibindo a interagdo com seu receptor, interrompendo
efetivamente as cascatas de sinalizacdo (RANIERI et al., 2006).

O crescimento de tipos variados de cancer depende da regulacdo por
hormdnios endb6genos. Assim, a hormonioterapia € um tratamento que utiliza a
manipulacdo do sistema endocrino contra o cancer que usa hormdnios para o
seu crescimento. Essa terapia € utilizada principalmente no cancer de mama e
de prostata e outros tumores com hormoniossensibilidade. A hormonioterapia
utiliza moléculas que inibem a producdo de horménios ou a ligacdo a seus
receptores e, por fim, bloqueiam a expressdo de genes que promovem O
crescimento e a sobrevida de tumores. Dentre estes, se destacam o tamoxifeno,
um modulador seletivo do receptor de estrogénio (ER) e os inibidores da
aratomatase (EBCTCG, 2015).

Outra modalidade de tratamento para o cancer € a imunoterapia, que
consiste em utilizar o préprio sistema imunolégico do seu corpo para ajudar a
combater o cancer. Existem duas principais maneiras de administrar a
imunoterapia: estimulando o préprio sistema imunol6gico para trabalhar mais ou
para atacar mais as células cancerigenas, assim intensificar a resisténcia ao
crescimento tumoral; ou utilizando componentes exdgenos do sistema
imunologico, tais como proteinas do sistema imunolégico ou células
mononucleares objetivando proporcionar capacidade imunoldgica de combate a
doenca. As principais formas de imunoterapia sdo anticorpos monoclonais,
inibidores de pontos de controle imunoldgicos, vacinas e outras imunoterapias
nao especificas (MELLMAN; COUKOS; DRANOFF, 2011).

Os agentes quimioterapéuticos tradicionais sao citotéxicos por meio da
interferéncia na divisédo celular, por isso, esses agentes atuam nao apenas nas
células cancerigenas mas, também, nas células saudaveis do organismo,
causando efeitos colaterais, tais como, mielossupressdao, nausea, vomito,
diarreia e alopecia (IWAMOTO, 2013; SABAA et al., 2017).

Devido a nao-especificidade dos quimioterapicos e seus consequentes
efeitos adversos € necessario que os esforcos no campo de pesquisa cientifica
sejam direcionados ao desenvolvimento de novos farmacos com maior
especificidade a fim de reduzir a toxicidade dos mesmos.

Além disso, a maioria dos tratamentos atuais enfrentam o mesmo

problema comumente conhecido como resisténcia a multiplas drogas (MDR, do
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inglés Multiple Drug Resistance). Esse fendbmeno é um dos problemas mais
desafiadores que os pesquisadores e individuos acometidos com o cancer
enfrentam atualmente (HOLOHAN et al., 2013). Por meio do fenbmeno MDR a
célula tumoral se protege da toxicidade dos farmacos impedindo que o mesmo
permaneca dentro da célula e exerca seu efeito (LIU, 2009). A resisténcia aos
farmacos é muito ampla e abrange todas as classes de agentes terapéuticos,
incluindo agentes alquilantes, antimetabdlitos, horménios, compostos de platina,
e produtos naturais (PAN et al., 2016).

A resisténcia aos quimioterapicos pode ser dividida em duas grandes
categorias: intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca indica que, antes de
receber a quimioterapia, os fatores mediadores de resisténcia existiam na maior
parte das células tumorais que tornam a terapia ineficaz. A resisténcia adquirida
as drogas pode se desenvolver durante o tratamento de tumores inicialmente
sensiveis e pode ser causada por mutacdes que surgem durante o tratamento,
bem como através de varias outras respostas adaptativas, como aumento da
expressdo do alvo terapéutico e ativacdo de caminhos alternativos de
sinalizagdo compensatoria (HOLOHAN et al., 2013). Assim, as pesquisas em
guimioterapia tém seu foco voltado para a descoberta de novos farmacos com
efeitos secundarios reduzidos (baixa toxicidade), evasdo de resisténcia a
multiplas drogas, viabilidade sintética e baixo custo (CHRISTOFFERSEN et al.,
2009; LAQUINTANA et al., 2009).

2.7 Derivados tiofénicos-acridinicos

Diante da incidéncia elevada do cancer, a pesquisa e o desenvolvimento
de novos farmacos para o tratamento desta enfermidade se fazem necessarios
com o objetivo de proporcionar maior resposta ao tumor com menor toxicidade.

Os derivados acridinicos (Figura 5), um composto organico heterociclico
de nitrogénio com a férmula Ci3HoN, séo fortes candidatos a farmacos, pois ja
possuem atividade antitumoral descrita na literatura (CHOLEWINSKI;
DZIERZBICKA; KOODZIEJCZYK, 2011; DENNY, 2002; GALDINO-PITTA et al.,
2013; WANG et al., 2013b).
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Figura 5. Estrutura do nucleo acridinico, que pode ser chamado de dibenzo[b,e]piridina, benzo[b]
quinolina, 2,3,5,6-dibenzo-piridina ou 10-azaantraceno
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Fonte: SCHMIDT; LIU, 2015.

Estes derivados tem a capacidade de interagir com sequéncias
especificas de DNA e com outros alvos bioldgicos, tais como as topoisomerases
| e Il e atelomerase, inibindo-os (BARROS et al., 2012). Estudos mostraram que
esta atividade biologica é atribuida a planaridade destas estruturas aromaticas,
gue podem se intercalar no DNA de cadeia dupla, interferindo nas suas fungcdes
celulares e enziméticas (BELMONT et al., 2007).

O derivado acridinico mais amplamente conhecido e utilizado na clinica é
a m-Amsacrina (m-AMSA), que € usada no tratamento de varios tipos de
canceres, principalmente leucemias e linfomas (BARROS et al., 2012; CHILIN et
al., 2009; DENNY, 2002). A molécula de m-AMSA foi um dos primeiros agentes
de intercalagdo de DNA a ser considerado um inibidor de topoisomerase II.
Todavia, Liu e colaboradores (2014) mostraram outros possiveis mecanismos
para a m-AMSA. Pela primeira vez foi demonstrado que a m-AMSA diminui a
invasao celular por induzir aumento de ROS (do inglés, reactive oxygen species),
0 que leva a ativacédo de JNK e p38, e inibicdo de ERK. Estes efeitos em conjunto
induzem uma diminuicdo na sintese e expressdo de metaloproteinases em
linhagens de células de leucemia humana (LIU et al., 2014).

Evidéncias sugerem que metaloproteinases da matriz (MMPSs) promovem
a progressao tumoral. O seu principal papel na angiogénese, crescimento
tumoral e metastase € a degradacdo da matriz extracelular, alteragcdo das
interacdes ceélula-células e células-ECM e liberacdo e/ou a ativacao de fatores
de crescimento (GIALELI; THEOCHARIS; KARAMANOS, 2011; KLEIN et al.,
2004). Em contraste, estudos recentes descreveram que a amsacrina induz
apoptose em células U937 de leucemia por abolir a estabilizacdo mediada por

AKT e ERK de MCL1 (proteina induzida por diferenciacdo celular de leucemia
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mieloide), destacando assim uma nova via subjacente ao efeito antileucémico da
amsacrina (LEE et al., 2017).

Porém, independente do seu mecanismo de acdo, o uso clinico
significativo de vérios destes compostos é limitado por problemas tais como
efeitos secundarios, resisténcia a farmacos e baixa biodisponibilidade, os quais
tém encorajado outras modificacdes destes compostos (SANCHEZ et al., 2006).

Novos derivados de acridina, assim como a amsacrina, mostram atividade
moduladora de transportadores ABCB1, envolvidos no fenémeno de resisténcia
a multiplas drogas (MDR), uma das maiores barreiras para a quimioterapia
(WANG et al., 2013). Quimioterapicos com capacidade de modular
transportadores ABC podem ser um avanco promissor na terapia contra o
cancer.

O anel tiofénico (Figura 6) é constituido de uma estrutura pentamérica
com a presenca de um heteroatomo de enxofre (na posicdo 1) e duas duplas
ligacdes (nas posicbes 2 e 4). Este € um importante composto heterociclico
existente em diversas moléculas com atividades biolégicas presentes em
diversas drogas de origem natural e sintética (PUTEROVA; KRUTOSIKOVA;
VEGH, 2010).

Figura 6. Estrutura do anel tiofénico.
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Fonte: PUTEROVA; KRUTOSIKOVA; VEGHC, 2010.

Os heterociclos tiofénicos sdo conhecidos por apresentar uma gama de
atividades biologicas, dentre elas: atividades herbicida (EDWARDS, 1976;
RUDOLF SANDMEIER, 1983), anti-protozoaria, contra formas tripomastigotas
do Trypanosoma cruzi e formas promastigotas de Leishmania (RAM et al., 1997;
SILVA-JUNIOR et al., 2016; VALDERRAMA et al., 1999), antitumoral
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(DALLEMAGNE et al., 2003; PATEL et al., 2017; VERAS OF AGUIAR et al.,
2016), analgésica e anti-inflamatéria (FAKHR et al., 2009).

Os derivados tiofénicos, em geral, inibem o crescimento celular mediado
pela inibicdo da polimerizag&o da tubulina (PATEL et al., 2017, ROMAGNOLI et
al., 2014; VERAS OF AGUIAR et al., 2016). Derivados 2 amino-tiofénicos em
concentracfes sub-nanomoleculares foram observados inibindo o crescimento
de células cancerigenas, assim como, inibiu fortemente a polimerizacdo de
tubulina, porém apresentaram alta toxicidade e baixa solubilidade (VERAS OF
AGUIAR et al., 2016). Em outros relatos derivados tiofénicos também foram
observados apresentando baixa solubilidade e efeitos toxicos como
hepatotoxicidade, o que limitaram o seu uso clinico (ZHAO et al., 2019). Em
contraste, Luo e colaboradores (2012) observaram um novo derivado amino
tiofénico induzindo apoptose via MAPK em células cancerigenas. Os autores
observaram uma diminuicao significativa em ERK total e fosforilada e aumento
de p-JNK e p38 nas células incubadas com os derivados tiofénicos (LUO et al.,
2012).

Observando a potencialidade destes dois nucleos (tiofeno e acridina) no
tratamento do cancer e a limitacdo no uso dos derivados acridinicos e tiofénicos
viu-se uma nova perspectiva no planejamento de novos farmacos. A hibridacao
de moléculas biologicamente ativas é uma ferramenta poderosa para a
descoberta de drogas usada para atingir uma variedade de doencas. Oferece a
perspectiva de melhores medicamentos para o tratamento de varias doencas,
incluindo cancer, malaria, tuberculose e AIDS. Os medicamentos hibridos podem
fornecer terapias combinadas em um Unico agente multifuncional e, ao fazé-lo,
ser mais especificos e poderosos do que os tratamentos classicos convencionais
(BERUBE, 2016).

O derivado hibrido tiofénico-acridinico a ser estudado neste trabalho 2 -
((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -
tiofeno-3-carbonitrila (ACS03), foi previamente relatado apresentando atividade
anti-leishmania e capacidade de intercalar o DNA (DE LIMA SERAFIM et al.,
2018). Nesse mesmo trabalho os autores observaram o efeito de moléculas com
nacleo acridinico e tiofénico separadamente e em seguida hibridizados,
revelando que as moléculas com nucleos tiofénico-acridinicos tinham seu efeito
potencializado (SERAFIM, 2016).
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Estudos anteriores mostram que moléculas que apresentam atividade
anti-leishmania também possuem atividade anticancer, a exemplo da miltefosina
e da cisplatina (FUERTES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2007; SOTO et al.,
2004; TAVARES et al., 2007). Os dados mostram que provavelmente isso esta
relacionado com o fato dos parasitos e células cancerigenas compartilharem
diversas semelhancas.

Ambos compartilham uma caracteristica importante de se multiplicar num
organismo hospedeiro, e ainda, acredita-se que os parasitas intracelulares
podem interferir com a maquinaria de morte celular programada de sua célula
hospedeira (HEUSSLER; KUENZI; ROTTENBERG, 2001; LUDER; GROSS;
LOPES, 2001), assim como células cancerigenas. Em uma tentativa de escapar
das respostas imunolégicas do hospedeiro, parasitos e células cancerigenas
podem se disseminar nos tecidos comprometendo o sistema imunolégico.
Portanto, a capacidade de alguns farmacos de induzir morte celular programada
os torna eficazes em combater tanto parasitos, como Leishmania, quanto células
cancerigenas (FUERTES et al., 2008).

Dessa forma, os dados descritos anteriormente sobre compostos
tiofénicos e acridinicos com atividade antitumoral, e os resultados de atividade
bioldgica ja descritos para ACS03 estimulam a continuagéo do estudo no sentido
de avaliar a atividade antitumoral, bem como avaliar os mecanismos de acao do

composto.



Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a toxicidade e atividade antitumoral do derivado hibrido tiofénico-
acridinico 2- ((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-
hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila (ACS03), bem como mecanismos de acao

envolvidos nesse efeito.

3.2 Objetivos especificos

* Avaliar a atividade antitumoral do ACS03, e seus precursores, em
linhagens de células tumorais humanas e células ndo tumorais;

* Investigar mecanismos de acdo antitumoral in vitro do ACS03 na linhagem
celular mais sensivel: interferéncia na regulacdo do ciclo celular, nos
mecanismos de morte celular (apoptose/necrose) e na producdo de ROS;

+ Estudar a toxicidade aguda do ACS03 em embrides/larvas de peixe-
zebra;

* Avaliar a toxicidade nao clinica aguda de ACS03 em camundongos;

* Investigar a genotoxicidade do ACS03 em camundongos;

+ Avaliar o potencial antitumoral in vivo do ACS03 em modelo de carcinoma
ascitico de Ehrlich, e mecanismos de acao envolvidos: interferéncia no
ciclo celular e na producdo de ROS, e acbes antiangiogénica e
imunomoduladora;

» Estudar o perfil de toxicidade do ACS03 apds tratamento antitumoral em

modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich.



Material e
métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de OncoFarmacologia
(OncoFar), no Biotério Prof. Thomas George, localizados no Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), onde funciona o Programa
de Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do
Centro de Ciéncias da Saude (CCS/UFPB), bem como na Unidade de Producgéo
de Organismos N&o Convencionais (UniPOM) no Departamento de Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal

da Paraiba.

4.2 Material

421 Substanciateste

O derivado hibrido tiofénico-acridinico ACS03 (Tabela 1), que foi
gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura do Laboratorio de
Sintese e Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) na Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB), no Campus V, de Jodo Pessoa, e foi sintetizado conforme
descrito anteriormente (DE LIMA SERAFIM et al., 2018).
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Tabela 1. Compostos da série ACS e suas respectivas caracteristicas fisico-quimicas

Composto Estrutura Aparéncia PM Rend FF Rt FM LogP
% *
ACS03 Oy Polarania 433 943 194198 072 CHHRCINOS 554

Fonte: SERAFIM, 2016
Legenda: PM — Peso molar, , Rend% - Rendimento (%), F.F. — Faixa de fuséo, Rf — Fator de
retengdo, , FM — Férmula molecular; Log de P teérico

A sintese deste derivado ocorreu de acordo com uma via plena
convergente, onde primeiramente foi obtido o nucleo acridinico polisubstituido
com os grupos cloro (CI) e metdxi (OCHSzs), que é a 6,9-dicloro-2-metdxi-acridina
(ACS) (Alfaesar®), um composto obtido comercialmente (CAS 8638-4) e
paralelamente foram obtidos os derivados 2-amino-tiofénicos. Os derivados 2-
amino-tiofénicos foram acoplados com a ACS em meio etandlico a 70°C

(Esquema 1).

Esquema 1. Esquema de sintese do 2 - ((6-cloro-2-metoxiacidina-9- il) amino) -5,6,7,8-tetra-
hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila (ACS03) a partir de 6,9-dicloro-2-metoxiacridina e
de 2-amino-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] tiofeno-3-carbonitrila

2,amino-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-tiofeno-

6,9-dicloro-2-metoxiacridina o
3-carbonitrila

Cl CN
OCH;
Cl N
N J
e
CN
Oy

$” °NH

s
Cl N

Composto Hibrido ACS03

2 - ((6-cloro-2-metoxiacidina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-
hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila

Fonte: LISBOA et al., 2019
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4.2.2 Linhagens celulares

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, K562 HL-60 foram generosamente fornecidas pelo Dr. Manoel de Moraes
(Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brasil). HeLa foi adquirida no banco
de células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) e MCF-7 e
L929 foram fornecidas pelo Dr. Jodo Ernesto de Carvalho da Universidade de
Campinas (Campinas, Sao Paulo, Brasil). HaCaT foi fornecida pela Dra. Jaciana
Aguiar da Universidade Federal de Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil).

As linhagens celulares foram cultivadas (5x10* células/mL) em frascos de
cultivo utilizando o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, ou
Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
suplementadas com 10% de soro bovino fetal (SBF) inativado (GIBCO, Grand
Island, NY, EUA), e 1% de solucdo de antibidticos (penicilina 10.000 U/ml e
estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma Aldrich). Todos os tipos de células foram

mantidos em 5% de CO2 a 37 ° C de umidade.

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
K562 Leucemia mieldide cronica Humana RPMI
HL-60 Leucemia promielocitica Humana RPMI
aguda
HelLa Cancer cervical Humana DMEM
MCF-7 Adenocarcinoma de mama Humana RPMI
L929 Fibroblasto (ndo tumoral) Murina RPMI
HaCaT Queratindcito (ndo tumoral) Humana DMEM

Fonte: LISBOA, 2020.

As células de carcinoma ascitico de Ehrlich foram fornecidas

generosamente pela Divisdo de Farmacologia e Toxicologia, CPQBA, UNICAMP
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(Paulinia, Sao Paulo, Brasil). As células foram mantidas nas cavidades
peritoneais de camundongos swiss no Biotério Dr. Thomas George (Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos/Universidade Federal da Paraiba, Jodo

Pessoa, Brasil).

4.2.3 Células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade em células normais
humanas, as células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs, do
inglés, peripheral blood mononuclear cell) foram isoladas a partir de amostras de
sangue humano, cedidas por doadores voluntarios. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley, CAAE:
22986519.0.0000.5188, parecer n° 3.715.689.

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

Para a obtencao destas células, aliquotas de 20 mL de sangue contendo
anticoagulante (EDTA — &cido etilenodiamino tetra-acético) foi homogeneizada
com 20 mL de PBS (tampao fosfato salino), em tubos estéreis. Posteriormente,
a mistura obtida foi adicionada em tubos contendo o Histopaque-1077 (Sigma),
uma solucdo estéril que separa o sangue por gradientes de densidade,
permitindo a obtencdo de células mononucleares. As amostras foram
submetidas a uma centrifugacdo de 400 x g, 20 °C, por 30 min. Apés a
centrifugacéo, é formado um anel contendo as células mononucleares, o qual foi
retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta pasteur estéril e transferido
para um novo tubo, realizando-se duas centrifugagoes (400 x g, 20 °C, por 10
min) 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 1% de

fitohemaglutinina (Invitrogen), por 24 horas antes do tratamento com ACS03.
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4.2.4 Embrides de peixe-zebra

Para realizacdo dos ensaios utilizando o modelo de peixe-zebra (Danio
rerio), foram utilizados embribes com até 3 horas pos-fertilizacao, fornecidos pela
Unidade de Producdo de Organismos Nao Convencionais (UniPOM) do
Departamento de Biologia Molecular (DBM/CCEN/UFPB). Os embrides foram
acondicionados no Laboratério de Avaliacdo de Risco de Novas Tecnologias
(LabRisco/CCEN/UFPB), que 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, mantidos a 26 + 1 °C sob ciclo claro-
escuro. A qualidade da agua foi mantida por filtracdo com carvao ativado e a
temperatura mantida em 7,0 £ 0,5, condutividade a 750 + 50 uS e oxigénio
dissolvido acima de 95% de saturacéo. Os peixes foram alimentados diariamente
com racdo 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 contendo espécimes masculinos e femininos (proporcao
de 1: 1) no dia anterior ao teste. Uma hora apos 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, CaClz 0,33 mM e MgSOa4 0,33 mM) para selegéo
subsequente de embrides usando um estereomicroscopio (50x ampliacao). 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 incineracdo pela
empresa SIM Engenharia Ambiental (Campina Grande - PB), que possui
convénio para descarte de residuos quimicos e bioldgicos 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
namero 5900310718/2018.
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425 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) fémeas,
pesando entre 28 e 32 gramas, obtidos da Unidade de Producdo Animal 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 medicacéo, tendo livre acesso a comida, tipo
pellets de racdo (Purina®) e 4gua 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 execuc¢do do experimento.

Apds todos os ensaios in vivo, os animais foram anestesiados com uma
solucéo de xilazina (16 mg/kg —i.p.) e cetamina (100 mg/kg —i.p.) e, em seguida,
eutanasiados por deslocamento cervical. Todos o0s experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da UFPB sob certiddo N° sob a
certiddo n° 093/2017.
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Fluxograma 1. Representacdo esquematica dos métodos utilizados no estudo da toxicidade e
atividade antitumoral do 2 - ((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-I) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-
hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila (ACS03)
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4.3.1 Ensaios in vitro

4.3.1.1 Avaliacdo da atividade citotéxica in vitro

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

As células foram semeadas (100 pL) em placas de 96 pocos na
concentragdo de 3x10° células/mL (HCT-116, HeLa, MCF-7, K562, HacCat,
L929), 5x10° (HL-60) e 1x10%° (PBMC). Apds 24 horas, as substancias
previamente dissolvidas em DMSO foram incubadas (100 uL) em diferentes
concentracfes (3,125-200 uM) com a suspensao celular, ndo ultrapassando a
concentracéo final de 0,5% de DMSO, por 24, 48 e/ou 72 horas, conforme o
caso, em uma estufa com 5% de COz2, a 37 °C. A doxorrubicina foi utilizada como
droga padrdo, e testada em concentragbes variando entre 0,31 e 20 pM.
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 sédio (SDS) a 10% e os cristais de formazan produzidos foram
dissolvidos overnight. A absorbancia foi mensurada em um espectrofotometro
(leitor de microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA), no
comprimento de onda de 570 nm para calculo da concentracdo da substancia
que produz 50% de inibicdo no crescimento celular (Clso) (MELO et al., 2003).

O indice de seletividade foi obtido a partir da razdo entre a Clso da célula

nao tumoral pela Clsoda célula tumoral (SERAFIM et al., 2018). Uma maior razéo
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IS indica uma maior seletividade da droga para células tumorais (PRITCHETT,;
NAESENS; MONTOYA, 2014).

4.3.1.2 Investigagdo do mecanismo de agao de ACSO03 in vitro

4.3.1.2.1 Avaliacao do ciclo celular

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células em 1 mL) em placas
de 24 pocos com o ACS03 nas concentracdes de 25 e 50 uM (correspondentes
a Clso e 0 dobro), por 48 horas. Como droga padrao foi usada a doxorrubicina
(2,5 uM). Apds o tratamento, as células foram coletadas por centrifugacao (500
Xg, 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 andlise. No momento da analise, as células foram recuperadas por
centrifugacéo (400 g, 10 minutos, 4 °C), realizando-se sucessivas lavagens em
PBS em temperatura ambiente, 300 pL de células foram entdo incubadas com
RNase ( 3 pL; 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 citbmetro de fluxo (FacsCanto I, BD, EUA), adquirindo-
se 10.000 eventos/amostra. O experimento foi realizado em triplicata e os dados
foram obtidos com o software DIVA 6.0. 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). Por isso, durante a andlise de dados desse
tipo é possivel observar uma maior fluorescéncia (quantidade de DNA) em
células 2n (G0/G1) que ainda ndo entraram em mitose, durante a sintese de DNA
(Fase S) observa-se uma quantidade maior de DNA, e consequentemente maior
marcagao com Pl (>2n). Na fase G2/M podem ser observadas as células que ja
tiveram seu material genético duplicado (4n) e estéo prestes a sofrer citocinese,
tendo, assim, o dobro de DNA das células 2n (G0/G1). O pico sub-G1 é
caracteristico de células apoptoticas pois, possuem conteudo de DNA menor que
2n, devido a fragmentacédo de DNA, uma caracteristica do processo apoptotico
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(CROWLEY; CHOJNOWSKI; WATERHOUSE, 2016; FRIED; PEREZ;
CLARKSON, 1976).

4.3.1.2.2 Avaliacdo do mecanismo de morte celular (apoptose ou necrose)

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células em 1 mL) em placas
de 24 pocos com o ACS03 nas concentracdes de 25 e 50 uM (correspondentes
a Clso e 0 dobro), por 48 horas. Como droga padréo foi usada a doxorrubicina
(2,5 uM). Apds o tratamento, as células foram coletadas por centrifugagéo (500
g, 20 °C, 5 minutos), lavadas em PBS, ressuspensas em um tampao de ligacéo
(195 pL) e 5 pL da Anexina V conjugada com fluoresceina (FITC) foi entédo
adicionada, de acordo com as instru¢des do fabricante (eBioscience, Thermo
Fisher, Rochester, NY). As células foram incubadas a temperatura ambiente por
10 minutos, lavadas e ressuspensas em 190 pL de tampdo de ligagdo. Em
seguida, 10 pL do iodeto de propidio (IP) (20 ug/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 citometro de fluxo (FacsCanto I, BD, EUA), adquirindo-se 10.000
eventos/amostra. O experimento foi realizado em triplicata e os dados foram

obtidos com o software DIVA 6.0.

4.3.1.2.3 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio

A producdo de espécies reativas de oxigénio foi avaliada utilizando o
fluoréforo 2’,7’-diacetato diclorofluoresceina (DCFH-DA). Esta molécula ndo
fluorescente é muito sensivel a variagbes no ambiente redox intracelular e
qguando 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 numero de células que emitirdo fluorescéncia,
detectadas por citometria de fluxo, é diretamente proporcional aos niveis de

estresse oxidativo.
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As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células em 1 mL) em placas
de 24 pocos com 0 ACSO03 nas concentracfes de 25 e 50 uM (correspondentes
a Clso e 0 dobro), por 48 horas. Como droga padréo foi usada a doxorrubicina
(2,5 uM). Apds o tratamento, as células foram coletadas por centrifugacéo (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 (concentracédo final de 10
KUM) e incubadas no escuro, durante 30 minutos, a 37 °C. Uma aliquota dessas
amostras foi incubada com peréxido de hidrogénio (H202), na concentracao final
de 500 uM, utilizado como o controle positivo deste ensaio. Apds o periodo de
incubacéo, os tubos foram colocados em gelo triturado para suspender a reacao
de marcacdo do DCF. As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo
FacsCanto Il (BD, EUA) em Ex 485/Em 530 nm. O experimento foi realizado em
triplicata e os dados foram obtidos com o software DIVA 6.0. A quantificacdo das
espécies reativas de oxigénio (ROS) foi estimada pela intensidade média de

fluorescéncia.

4.3.2 Ensaios in vivo

4.3.2.1 Ensaios toxicoldgicos in vivo

4.3.2.1.1 Avaliacdo da toxicidade aguda em embrides de peixe-zebra

A avaliacao da embriotoxicidade aguda do ACS03 foi avaliado em peixe-
zebra de acordo com o teste FET, protocolo n°® 236 da OECD (2013), com
algumas modificacbes (OECD, 2013). Vinte pocos de uma placa de
microtitulacao de 96 pocos foram preenchidos com 300 pL/poco da amostra teste
na concentracédo de 250-15.62 pM e outros 20 pocos foram preenchidos com o
mesmo volume de meio E3 (controle negativo). Em cada poco foi adicionado um
embrido com até 3 horas pos-fertilizacao (hpf). A concentracdo de 250 uM foi
utilizada como teste limite de acordo com a recomendacdo 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 formacao do somito; (iii) ndo deslocamento da base da cauda; e (iv) falta de

batimentos cardiacos. Na presenca de qualquer um desses pontos de letalidade
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o embrido/larva foi considerado morto e a CLso foi estimada (Concentragéo Letal
Média) aléem da CEso (Concentragdo Efetiva Média) para cada alteragédo
morfologica. A exposicao foi realizada em condicéo estatica (i.e. sem renovacao
da substancia teste ou de meio E3). As observacgOes foram feitas utilizando um
estereomicroscopio (Televal 31, Zeiss®), num aumento de 50x, e fotografadas.
Ao final do experimento, as larvas sobreviventes foram rapidamente congeladas
e conduzidas para incineracao. A toxicidade aguda em embrides/larvas de peixe-
zebra foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. Davi Felipe Farias do
Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

4.3.2.1.2 Teste de enzimas usando larvas de peixe-zebra

O teste FET foi repetido para ACS03 nas mesmas condi¢cfes descritas no
item anterior, mas desta vez os embrides foram expostos independentemente a
trés concentracdes (10, 20 e 40 uM). No final do periodo de exposicdo (96 h), as
larvas foram rapidamente congeladas na propor¢ao de 1 larva por 100 pL de
tampaéo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,4.

Grupos larvais de cada uma das trés concentracfes testadas e um grupo
controle negativo (exposto apenas ao meio E3) foram macerados usando 1: 9
(p/v) de solucéo de NaCl fria a 0,9%. Os homogenatos foram centrifugados a
10.000 xg por 10 min a 4 ° C, e os sobrenadantes resultantes foram utilizados
para a medicdo do teor de proteinas sollveis e atividade enzimética. As
atividades de acetilcolinesterase (AChE), glutationa S-transferase (GST) e
lactato desidrogenase (LDH) foram medidas de acordo com Domingues et al.
(2010). Os testes foram feitos em quadruplicado para cada enzima. O Teste de
enzimas em larvas de peixe zebra foi realizado em colaborag&o com o Prof. Dr.
Davi Felipe Farias do Departamento de Biologia Molecular da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).
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4.3.2.1.3 Avaliacdo da toxicidade nao clinica aguda em camundongos

O ensaio de toxicidade aguda em camundongos foi realizado de acordo
com o “Guideline for Testing of Chemicals” n° 423 da Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD), com algumas modificacbes (OECD,
2002) (Anexo D). Camundongos, trés fémeas por grupo, incluindo o controle,
foram submetidos as doses de 300 ou 2000 mg/kg do ACSO03 por via
intraperitoneal (i.p.), € ao grupo controle foi administrado apenas o veiculo
(tween 80 a 12% em salina) e os animais foram observados por 14 dias. O nivel
de dose para ser usada como a dose de partida é selecionado a partir de um dos
quatro niveis fixos, 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. A dose inicial escolhida foi de 300
mg/kg, pois ndo existiam dados de toxicicidade aguda em derivados tiofénicos-
acridinicos. Em principio, o0 método nédo se destina a permitir o célculo preciso
da DL50 (dose responsavel pela morte de 50% dos animais experimentais),
todavia fornece uma estimativa do seu valor, bem como permite uma
classificagdo da substancia em categorias de acordo com o “Globally

Harmonized Classification System” - GHS.

4.3.2.1.4 Avaliacdo da genotoxicidade em camundongos

Para o ensaio do micronucleo em sangue periférico, grupos de seis
camundongos Swiss fémeas foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com a
dose de 2000 mg/kg de ACS03. Um grupo controle positivo (ciclofosfamida - 50
mg/kg — i.p.) e um grupo controle negativo (Tween 80 a 12% em solucao salina)
foram incluidos. Apds 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 extensdes sanguineas. Apos secagem, as laminas foram
coradas com coloracdo panodtica (Newprov) para posterior analise em
microscopio Optico. Para cada animal, trés extensdes sanguineas foram
preparadas e um minimo de 2000 eritrocitos contados para determinacdo da

frequéncia de eritrécitos micronucleados (OECD, 1997).



71

4.3.2.2 Avaliagao 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 ap6s o implante, ACS03 foi solubilizado em Tween 80 (12%) e
administrado diariamente por via intraperitoneal (i.p.), nas doses de 3,125; 6,25
e 12,5 mg/kg, por sete dias. O grupo controle foi tratado com uma solucao de
12% de Tween 80 e um quinto grupo de animais foi tratado com 5-FU (25 mg/kg),
como droga padréo.

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

submetidos as mesmas condicdes experimentais.

4.3.2.2.1 Volume do tumor, massatumoral, viabilidade celular e total celular

Para a avaliacdo do efeito antitumoral do ACS03, um dia apdés a ultima
administracdo 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 o volume foi medido e expresso
em mL. Uma aliquota foi retirada para a determinacgéo da viabilidade celular pelo
ensaio de exclusdo do azul de tripan. Para tanto, foram incubados volumes
semelhantes de liquido ascitico e de uma solucao de 0,4% do corante, seguido
de andlise 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 celulas (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
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como o produto do volume do tumor, expresso em mL, pela viabilidade celular,

expressa como a quantidade de células x10%/mL.

4.3.2.3 Investigagdo dos mecanismos de agao antitumorais in vivo

Para a investigacdo do mecanismo de acéo antitumoral in vivo do ACS03
foi selecionada a dose de 12,5 mg/kg, uma vez que néo foi observada diferenca
significativa entre as doses testadas no estudo de atividade antitumoral in vivo
em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich.

Os animais transplantados com células de CAE foram tratados por sete
dias com ACSO03 conforme descrito no item 4.3.2.2. No dia seguinte apés a
dltima administracdo, os animais dos grupos controle transplantado, ACS03
(12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(100 mg/kg i.p.) 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 avaliagéo da toxicidade, descritas nos topicos a seguir.

4.3.2.3.1 Avaliacao do ciclo celular

ApOGs a eutanéasia dos animais conforme descrito no item 4.3.2.2 , as
células do liquido ascitico (1x108 células/mL) dos animais experimentais (grupos:
controle; 12,5 mg/kg de ACS03; 25 mg/kg de 5-FU) foram coletadas, fixadas
cuidadosamente com etanol 70% previamente gelado, em vértex, e congeladas
(-20 °C) até a andlise. As demais etapas foram realizadas conforme o item
4.3.1.2.1.

4.3.2.3.2 Avaliacdo do efeito antiangiogénico

Apés a eutanasia dos animais conforme descrito no item 4.3.2.2, o
peritdnio foi cortado e o revestimento interior da cavidade peritoneal dos animais
foi examinado e fotografado para determinagcdo 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).
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4.3.2.3.3 Quantificacéo de citocinas no lavado peritoneal

Para a quantificacdo de citocinas, os animais foram tratados e
eutanasiados conforme descrito no item 4.3.2.2 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 no Kit do fabricante (Bioscience, Inc. Science Center Drive, EUA).
Brevemente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura, anti-IL-1B, anti-IL-4, anti-IL-12 e anti-TNF-qa, solubilizados em tampé&o
fosfato, e incubadas overnight a 4°C. Apds este periodo, as placas foram lavadas
com PBS contendo tween 20 a 0,05% (PBS) e os sitios inespecificos foram
bloqueados com a solugéo de blogueio (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
concentragcbes das citocinas recombinantes IL-103, IL-4, IL-12 e TNF-a para a
obtencdo da curva. As placas foram novamente incubadas overnight a 4 °C.
Terminado o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas e o complexo
detector formado pelo anticorpo de deteccédo biotinilado foi adicionado as placas
gue foram incubadas por uma hora. Posteriormente, as placas foram novamente
lavadas e entdo foi adicionado o complexo enzimético avidina-peroxidase
(avidin-HRP). As placas foram incubadas por mais meia hora a temperatura
ambiente. ApOs lavagens adicionais, a reacdo foi revelada pela adicdo da
solucéo substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e, depois de 15 minutos,
a reacdao 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
guantidade de citocinas foi calculada a partir das curvas-padrao (SANTOS et al.,
2018). A quantificagéo de citocinas foi realizada em colaboracdo com a Profa.
Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas do Departamento de Biologia Celular e
Molecular da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).
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4.3.2.3.4 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

Apos a eutanasia dos animais conforme descrito no item 4.3.2.2, o liquido
peritoneal foi lavado com PBS e centrifugado (245 g, 4 °C, 5 minutos). Apos este
processo, as células de CAE foram coletadas (2x10° células/mL), marcadas com
DCFH-DA (concentracao final de 10 uM). As demais etapas foram realizadas

conforme o item 4.3.1.2.2.

4.3.2.3.5 Quantificagdo dos niveis nitrito

Os métodos espectrofotométricos sdo os mais amplamente utilizados na
determinacao dos ions nitritos, sendo mais utilizada a reacéo de Griess, na qual
0 ion nitrito reage com a sulfanilamida em meio acido formando um sal de
diazénio que reage por acoplamento com cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina
(NED) formando um diazo composto, de coloracdo vermelha que apresenta um
méaximo de absor¢cdo em torno de 540 nm (RAMOS; CAVALHEIRO;
CAVALHEIRO, 2006).

Os niveis de nitrito no liquido peritoneal foram quantificados
espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituido de 0,1%
de N- 1- naphthil-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solugédo de &cido
fosférico a 2,5%, utilizando NaNO2z como padrédo (GREEN et al., 1982). Para isto,
0s animais transplantados com células de CAE foram tratados por sete dias com
ACS03 conforme descrito no item 4.3.3.2 No dia seguinte apdés a ultima
administragao, os animais dos grupos controle, ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25
mg/kg) 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. O liquido peritoneal foi coletado e centrifugado a 5000
rpm, 20°C, durante dez minutos. Para a montagem das placas, foi adicionado
100 yL do sobrenadante de células em quadruplicada nos pogos previamente
adicionados da solucéao de Griess. Apés 10 minutos a temperatura ambiente, as
placas foram lidas em espectrofotbmetro UV/visivel de microplacas com filtro de
560 nm. As concentragOes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva

padrdao previamente estabelecida com concentracées molares conhecidas de
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nitrito de sédio. Os testes foram feitos em quadruplicata e os valores expressos

em [J molar.

4.3.2.4 Avaliagao datoxicidade em animais transplantados com carcinoma
ascitico de Ehrlich

4.3.2.4.1 Avaliacdo ponderal e do consumo de agua e racéao

Para a avaliagdo de possiveis efeitos toxicos produzidos pelo tratamento
com ACSO03, os animais dos grupos controle, ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25
mg/kg), descritos no item 4.3.2.2, foram pesados no inicio e no final do

tratamento e diariamente foram avaliados os consumos de agua e de racgao.

4.3.2.4.2 Avaliacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos

Os animais transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich foram
tratados por sete dias com ACS03 e anestesiados conforme descrito no item
4.3.2.2. Amostras de sangue foram coletadas pelo plexo orbital com o auxilio de
uma agulha heparinizada. Foram analisados os parametros bioquimicos: ureia,
creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
e nos parametros hematologicas foi realizada a avaliacdo das séries vermelha e
branca (eritrograma e leucograma, respectivamente). Os parametros
bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-se kits especificos
para o analisador bioguimico automéatico BIO 2000 (BIOPLUS) e o analisador
hematologico celular automéatico Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin/Midray),
respectivamente (MOURA, 2016).

4.3.2.4.3 Analises histologicas

Os animais transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich foram
tratados por sete dias com ACS03 e anestesiados conforme descrito no item
4.3.2.2. Figado e rins dos animais dos grupos controle transplantado, ACS03
(12,5 mg/kg), 5-FU (25 mg/kg) e o grupo de animais sadios foram seccionados,
fixados em formalina (solucdo de formol a 10%) tamponada e apds 24 horas
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foram resseccionados para processamento histopatoldgico: desidratacdo com
séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em xilol, impregnacéao e
inclusdo em parafina, segundo os métodos habituais. Em micrétomo rotativo
semi-automatico, os fragmentos tissulares emblocados em parafina, foram
seccionados em espessura de 3,0 ym e subsequentemente submetidos a
coloracdo hematoxilina-eosina e tricromio de masson, este ultimo destinado ao
estudo do tecido hepatico. Em seguida foram examinados ao microscopio optico
(JUNQUEIRA,L. C.,CARNEIRO, 2008). As andlises histolégicas foram
realizadas em colaboragdo com a Profa. Dra. Karina Carla de Paula Medeiros do
Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN).

4.4 Analise estatistica

Para a determinagédo da Clso (concentragdo inibitéria média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC:
95%), foi realizada a partir de regressdo nao-linear. Nos demais ensaios, 0s
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.



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios in vitro

5.1.1 Avaliacdo da citotoxicidade de ACS03 em células tumorais e néo

tumorais

A citotoxicidade de ACSO03 foi avaliada em linhagens de células tumorais
(HCT-116, HeLa, MCF-7, K562, HL-60), e ndo tumorais (HaCat e L929), além de
PBMC, sendo o resultado apresentado na tabela 2.

Apos 72 h de tratamento, ACS03 mostrou citotoxicidade seletiva para a
linhagem HCT-116 (Clso= 23,11 + 1,03 uM; p< 0,05), enquanto nao foi observada
citotoxicidade para outras linhagens de células tumorais (Clso > 50 uM). Para as
células ndo tumorais PBMC, HaCat e L929, foi observado menor efeito citotdéxico
(Clso = 115,2 £ 5,82 uM; 62,18 + 1,15 uM e 36,63 + 1,43, respectivamente; p<
0,05), comparando-se as células HCT-116 (Tabela 2).
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Tabela 2. Citotoxicidade de ACS03* e doxorrubicina** frente linhagens de células tumorais e ndo
tumorais pelo ensaio de MTT apos 72 horas de exposicao

Ceélulas Cle™(uM) i
ACSO03 DOXO ACS03 | DOXO
HCT-116 23,11 +1,03 2,57 + 0,001 - -
HelLa > 50 NT - -
MCF-7 >50 NT - -
K562 >50 NT - -
HL-60 >50 NT - -
HaCat 62,18 +1,152 0,28 £ 0,001 2,69 0,10
PBMC 115,2+5,822 0,056 + 0,002 4,98 0,02
L929 36,63+1,432 NT 1,58 -

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados foram obtidos de trés experimentos realizados em quadruplicata e
apresentados em valor de Clso. 2p < 0,05 comparado a HCT-116 (ACS03 — 72h). *ACS03: 2 - ((6-
Cloro-2-metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila
*DOXO0: Doxorrubicina. **CI50: Inibicdo de 50% do crescimento. ****|S: indice de seletividade

(Clso da célula nédo tumoral/Clso da célula tumoral (HCT-116). NT: Nao Testado

A partir de 24 horas foi possivel observar pequena reducéo na viabilidade
de células HCT-116 quando expostas ao ACS03, apresentando uma Clso > 200
UM. Em contrapartida, apds 48 horas de incubacao pode-se observar uma maior
citotoxicidade do composto, com Clso de 94,69 + 1,09 uM.

A doxorrubicina foi utilizada como droga padrdo, esta foi testada nas
linhagens HCT-116 e HaCat, apos 72 h de tratamento, sendo observado Clso de
cerca de 2,5 + 0,001 uM e 0,28 £ 0,001 pM, respectivamente. Em PBMC, foi
obtido um valor de Clso 0,056 + 0,002 uM para a doxorrubicina (Tabela 2).

Além disso, o efeito citotoxico dos precursores de ACSO03 foi avaliado
contra células HCT-116. Observou-se maior atividade citotoxica do ACS03 em
comparacao aos seus precursores 2-amino-tiofeno (ICso > 1000 uM) e 6,9-
dicloro-2-metoxi-acridina (ICso = 202,3 £ 1,19 uM) (Tabela 3).
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Tabela 3. Citotoxicidade de ACS03* e seus precursores (2-amino-tiofeno e 6,9-dicloro-2-metoxi-
acridina) contra células HCT-116 pelo ensaio de MTT apos 72 horas de exposicao

Composto Clso** (uM)
ACS03 23,11 +1,03
2-amino-tiofeno >10002
6,9-dicloro-2-metoxi-acridina 202,3 £1,19°2

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados foram obtidos de trés experimentos realizados em quadruplicata e
apresentados em valor de Clso. 2p < 0,05 comparado ao ACS03. *ACS03: 2 - ((6-Cloro-2-
metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila. **CI50:
Inibicdo de 50% do crescimento.

5.1.2 Investigacdo do mecanismo de acdo antitumoral in vitro

5.1.2.1 Avaliacédo daregulacéo do ciclo celular

ApoOs 48 horas de tratamento, ACS03 induziu um aumento no pico sub-
Gl para 17,2 + 1,4% (p < 0,05), associado a uma diminuicdo na fase G0O/G1
para 60,0 + 0,26% (p < 0,05), quando comparado com o grupo controle (0,03 +
0,01% e 82,23 + 0,56%, respectivamente) na concentracdo de 25 pM. Na
concentracédo de 50 uM houve um aumento no pico sub-gl para 22,67 + 4,26,
seguido de uma diminuicdo em GO0/G1 para 56,27 + 2,10, quando comparado
com o grupo controle (0,03 + 0,01% e 82,23 £ 0,56%, respectivamente) (Figura
7).

O tratamento com a doxorrubicina também promoveu aumento
significativo do pico sub-G1 (31,57 + 0,85%; p<0,05), enquanto reduziu a
porcentagem de células nas fases GO/G1l (48,90 + 1,12%, p<0,05) em

comparacao ao controle (Figura 7).
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Figura 7. Efeito do ACS03* e doxorrubicina** na distribuicdo de células HCT-116 nas diferentes
fases do ciclo celular, apds 48 h de tratamento
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: A: Dados apresentados como média + erro padrdo da média de um experimento em
triplicata analisado por ANOVA seguido de Tukey. 2p < 0,05 comparado ao Controle.
*ACS03: 2 - ((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -

tiofeno-3-carbonitrila
*DOXO: Doxorrubicina

5.1.2.2 Avaliacdo do mecanismo de morte celular

Foi observado que o ACSO03 induziu apoptose em células de
carcinoma colorretal (HCT-116) apO6s 48h de incubacdo, visto que a
porcentagem de células marcadas com anexina V aumentou de 6,23 + 0,50% no
controle para 22,9 + 2,15% (p<0,05) nas células tratadas com ACSO03 na
concentracéo de 25 uM e para 36,3 + 2,96% (p<0,05) em 50 uM de ACS03. Além
disso as células tratadas com doxorrubicina apresentaram porcentagem de
células marcadas com anexina significativamente semelhante ao ACS03 (50 uM;
38,50 + 1,35%). Observou-se também um aumento na porcentagem de células
marcadas com Anexina V e Pl de 5,20 = 0,28 no controle para 24,00 + 1,31%
em ACSO03 (25 pM; p<0,05) e para 28,7 £ 2,00% em ACS03 (50 uM; p<0,05). As
células tratadas com doxorrubicina apresentaram porcentagem de células
marcadas com anexina e PI significativamente semelhante ao ACS03 (50 uM,;
30,00 £ 0,60%)(Figura 8).
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Figura 8. Efeito do ACS03* e doxorrubicina** na apoptose em HCT-116 apds 48h

50+
1 Controle
a,b

40- il 1 ACSO03 (25 uM)
" cd cd
c_; 30- ) T = ACSO03 (50 uM)
@ El DOXO (2,5 uM)
O 204
X

10-

MmN miN|

Anexina V+/PI- Anexina V+/Pl+

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: A: Dados apresentados como média * erro padrdo da média de um experimento em
triplicata analisado por ANOVA seguido de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle Anexina
V+/Pl-. bp<0,05 comparado a ACS03 (25 pM) Anexina V+/Pl-; °p<0,05 comparado ao grupo
controle Anexina V+/PI+; 9p<0,05 comparado a ACS03 (25 uM) Anexina V+/Pl. *ACS03: 2 - ((6-
Cloro-2-metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila.

*DOXO: Doxorrubicina

5.1.2.3 Avaliacédo do estresse oxidativo

ACSO03 induziu reducédo na producédo de espécies reativas de oxigénio em
células HCT-116, apo6s 48 horas de tratamento, nas concentracdes de 25 uM
(5,79 £0,02; ; p< 0,05) e 50 uM (4,70 £ 0,18; ; p< 0,05), quando comparadas ao
controle (30,87 + 1,49) (Figura 9).

A droga padréo doxorrubicina (29,77 + 1,73) ndo alterou a producéo de

espécies reativas de oxigénio em células HCT-116 (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do ACS03* e doxorrubicina** na produgédo de espécies reativas de oxigénio em
HCT-116
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: A: Dados apresentados como média + erro padrdo da média de um experimento em
triplicata analisado por ANOVA seguido de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle; Pp<0,05
comparado a ACS03 (25 puM); ¢p<0,05 comparado a ACS03 (50 uM). *ACS03: 2 - ((6-Cloro-2-
metoxiacridina-9-i) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-carbonitrila
*DOXO0O: Doxorrubicina

5.2 Ensaios in vivo

5.2.1 Avaliacédo do efeito toxicolégico de ACS03 in vivo

5.2.1.1 Avaliacéo datoxicidade aguda em embrides de peixe-zebra

A avaliacdo toxicolégica em embrides de peixe-zebra revelou que o
ACSO03 nao apresentou efeitos letais durante o desenvolvimento embrionario e
larval (CLso > 250 pM). Na analise morfologica, observou-se que o ACS03
induziu alteracdes nos embrides de peixe-zebra apenas em concentragdes mais
altas, como: deformagé&o da coluna vertebral (CEso = 171,96 pM), reducdo no
comprimento larval (CEso = 126,42 uM) e edema pericardico (CEso > 250 uM;
Figura 10).
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Figura 8. Embribes e larvas de peixe-zebra expostos ao ACS03*, na concentracdo de 250 pM,
ou aos controles meio E3 e DMSO** a 0,5% durante 96 h

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Imagens representativas dos embrides e larvas de peixe-zebra ap6s exposicdo
ACS03 ou DMSO 0,5%. Apo6s 24 horas de exposicdo (A—C): (A) meio E3; (B) concentracdo de
250 pM de ACSO03; (C) DMSO a 0,5% em meio E3. Apds 48 horas de exposicao (D-F): (D) meio
E3; (E) concentracdo de 250 uM de ACSO03; (F) DMSO a 0,5% em meio E3. Apds 72 horas de
exposicdo (G-I): (G) meio E3; (H) concentracdo de 250 uM de ACSO03; (I) DMSO a 0,5% em
meio E3. Apds 96 horas de exposicao (J-L): (J) meio E3; (K) concentra¢édo de 250 pM de ACSO03;
(L) DMSO a 0,5% em meio E3. A seta vermelha indica o edema pericardico e a seta amarela
deformacdo na coluna vertebral. Aumento de 50x. *ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-
illamino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-carbonitrila. ** DMSQO: dimetilsulféxido
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Figura 10. Embribes e larvas de peixe-zebra expostos ao ACS03*, na concentracdo de 250 uM,

ou aos controles meio E3 e DMSO** a 0,5% durante 96 h. (Continuacao)

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Imagens representativas dos embribes e larvas de peixe-zebra apds exposicdo
ACS03 ou DMSO 0,5%. Apés 24 horas de exposicdo (A—C): (A) meio E3; (B) concentragédo de
250 uM de ACSO03; (C) DMSO a 0,5% em meio E3. Apés 48 horas de exposicao (D—F): (D) meio
E3; (E) concentracédo de 250 uM de ACSO03; (F) DMSO a 0,5% em meio E3. Apés 72 horas de
exposigéo (G-I): (G) meio E3; (H) concentragdo de 250 pM de ACSO03; (I) DMSO a 0,5% em
meio E3. Apds 96 horas de exposicao (J-L): (J) meio E3; (K) concentracéo de 250 uM de ACSO03;
(L) DMSO a 0,5% em meio E3. A seta vermelha indica o edema pericardico, a seta amarela
deformacdo na coluna vertebral e o colchete verde indica o comprimento larval. Aumento de 50x.
*ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)Jamino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-

carbonitrila. ** DMSO: dimetilsulféxido
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5.2.1.2 Biomarcadores bioquimicos em embrides de peixe-zebra

Os efeitos do ACS03 na atividade dos biomarcadores LDH, GST e AChE
dos embribes sdo apresentados na Figura 11. ACSO03 induziu um aumento
significativo na atividade do LDH (378,44 + 0,58 e 426,74 £ 0,79, para 20 e 40
MM, respectivamente; p <0,05), comparando com o grupo controle (316,6 + 1,28)
(Figura 11A). Na avaliacdo da atividade do GST, observou-se um aumento
dependente da dose (57,96 + 0,23, 75,83 £ 0,13 e 86,14 + 0,21 para as doses
de 10, 20 e 40 uM de ACSO03, respectivamente; p <0,05), comparado ao grupo
controle (31,8 + 0,05) (Figura 11B). Além disso, ACS03 induziu um aumento na
atividade da AChE em todas as doses testadas (85,67 = 0,11; 94,59 + 0,20 e
94,54 £ 0,10 nas doses de 10, 20 e 40 uM de ACSO03, respectivamente; p <0,05),
comparado ao grupo controle (66,35 + 0,04) (Figura 11C).
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Figura 9. Atividades de biomarcadores em larvas de peixe-zebra apos 96 h de exposicédo a

diferentes concentracdes de ACS03*. (A) atividade de LDH; (B) atividade de GSH; (C) atividade
de AChE
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de um experimento em
quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey. *ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-
9-il)Jamino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-carbonitrila 2 p <0,05 comparado ao
grupo controle, ® p <0,05 comparado ao ACS03 10 uM. ¢p <0,05 em comparagdo com ACS03
20 uM

5.2.1.3 Avaliacéo datoxicidade nédo clinica aguda

No ensaio de toxicidade ndo clinica aguda foi observado que ACS03 néo
provocou mortes na dose de 300 mg/kg (i.p.). Seguindo o guia da OECD
423/2001, repetiu-se 0 ensaio com a mesma dose e 0 mesmo numero de
animais, e, novamente, observou-se que nao houve morte (Tabela 4). Em
seguida, realizou-se 0 mesmo ensaio com a dose de 2000 mg/kg (i.p.) e ndo
houve morte de animais. Novamente, seguindo o guia da OECD 423/2001,

repetiu-se 0 ensaio com a mesma dose e 0 mesmo numero de animais, e
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observou-se que n&o houve morte. Entédo, de acordo com o guia n. 423/2001 da
OECD, o valor de DL50 foi estimado sendo maior que 5000 mg/kg

e ACSO03 foi classificado na categoria 5 da Globally Harmonized Classification
System (GHS).

Tabela 4. Efeitos da administracao de dose Unica (i.p.) de ACS03* em camundongos

Grupo Dose M/T
_ Controle - 0/3
Experimento 1
ACS03* 300 mg/Kg 0/3
Controle - 0/3
Experimento 2
ACS03* 300 mg/Kg 0/3
Controle - 0/3
Experimento 1
ACS03* 2000 mg/Kg 0/3
. Controle - 0/3
Experimento 2
ACS03* 2000 mg/Kg 0/3

Fonte: LISBOA,2020
M/T — Morte/Tratado. *ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-

ciclohepta[b]-thiofeno-3-carbonitrila

5.2.1.4 Avaliagao da genotoxicidade

O tratamento com ACS03 (2000 mg/kg) ndo induziu aumento significativo do
namero de eritrécitos micronucleados em sangue periférico (5,00 + 0,60) quando
comparado ao grupo controle (6,00 £ 0,60). Como esperado, a ciclofosfamida
induziu aumento no namero de eritrocitos micronucleados (18,40 + 0,50; p <

0,05), guando comparado ao grupo controle (Tabela 5).
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Tabela 5. Numero de eritrécitos micronucleados em sangue periférico de camundongos tratados
com ACSO03* e ciclofosfamida

Grupos Dose mg/kg Namero de eritrocitos
micronucleados
Controle - 6,00 + 0,60
ACS03 2000 5,00 + 0,60°
Ciclofosfamida 50 18,40 + 0,502

Fonte: LISBOA, 2020
Legenda: Dados apresentados como média * erro padréo da média de oito animais analisados
por ANOVA seguido de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao
grupo ciclofosfamida.
*ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-

carbonitrila

5.2.2 Avaliagéo 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

ApGs o tratamento intraperitoneal dos animais com ACS03 em diferentes
doses, pode-se observar que na dose de 12,5 mg/kg houve uma reducédo
significativa em todos os parametros avaliados (volume e massa tumoral,
viabilidade e total celular), enquanto que nas doses de 3,125 mg/kg e 6,25 mg/kg
nao foram observadas diferencas significativas em relagdo ao controle (Figura
12).

Na avaliacdo da massa tumoral de animais tratados com ACS03 (12,5
mg/kg), observou-se reducéo significativa para 0,71 + 0,56 g (p<0,05), em
comparacao ao controle (8,50 + 0,56 g) (Figura 12A). Os animais do grupo
controle apresentaram o volume tumoral de 6,83 + 0,79 mL, e o tratamento com
ACSO03 foi capaz de reduzir completamente o volume tumoral (0 £ 0 mL; p<0,05)
(Figura 12B). O terceiro parametro avaliado, a viabilidade celular, também
mostrou diminuicdo significativa na dose de 12,5 mg/kg (4,12 + 1,28 x 10° cél/mL;
p<0,05), quando comparado ao grupo controle (115,5 + 23,97 x 106 cél/mL)

(Figura 12C). Ainda, considerando o parametro total celular, foi também
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observado reducdo significativa apés tratamento com ACS03 (0 + 0 x 107 células;
p<0,05), em comparacgéo ao controle (75,45 + 16,83 x 107 células) (Figura 12D).

A droga padréo 5-FU induziu reducao 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 x 108 células/mL; e total celular: 1,41 + 0,30 x 10’

células; p<0,05), em relacdo ao grupo controle (Figura 12).

Figura 10. Efeitos do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03* (3,125; 6,25 ou 12,5 mg/kg) e
5-FU** em camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: A: massa tumoral; B: volume tumoral; C: viabilidade celular; D: total celular. Dados
apresentados como média + erro padrdo da média de oito animais analisados por ANOVA
seguido de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle. °p < 0,05 comparado ao grupo ACS03
(3,125 uM). °p < 0,05 comparado ao grupo ACS03 (6,25 uM); *ACS03: 2-((6-Cloro-2-
metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-carbonitrila; ** 5-fu: 5-

fluorolacila; ***Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich



91

5.2.3 Investigagdo do mecanismo de a¢&o antitumoral in vivo

5.2.3.1 Avaliacéo do efeito antiangiogénico

A avaliacdo da angiogénese em animais com tumor ascitico de Ehrlich
revelou que o tratamento com ACSO03 (12,5 mg/kg) promoveu reducdo
significativa da microdensidade dos vasos peritumorais (26,54 + 1,88%; p<0,05),
quando comparado ao grupo controle (100,0% = 5,08%), assim como foi
observado no grupo tratado com a droga padrao 5-FU (26,30 + 3,38%; p<0,05)
(Figura 13).
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Figura 11. Efeito do tratamento com ACS03* (12,5 mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) na
microdensidade dos vasos peritoneais de camundongos transplantados com carcinoma ascitico
de Ehrlich
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: A: densidade de microvasos (%) foi determinada selecionando a &rea do vaso
sanguineo por campo em areas vascularizadas selecionadas, divididas por toda a area. Figuras
foram cortadas em tamanho padréo (1 cm x 1 cm). B: Imagens representativas da inibicdo da
angiogénese peritoneal pelo tratamento com ACSO03, tal como observado pela redugéo da
neovascularizacdo. Dados apresentados como média + erro padrdo da média de oito animais
por ANOVA seguido de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle tumoral. Setas pretas
indicam os vasos. *ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]-thiofeno-3-carbonitrila; ** 5-fu: 5-fluorolacila; ***Controle: animais transplantados
com Carcinoma Ascitico de Ehrlich
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5.2.3.2 Quantificacéo das citocinas IL-18, IL-4, IL-12 e TNF-a

Apés o tratamento com ACS03 nédo foram observadas diferencas
significativas nos niveis de IL-1p, IL-4, IL-12 e TNF-a (Figura 14).

Nos animais tratados com 5-FU foi observado aumento significativo nos
niveis de IL-4 (4,06 + 0,08 pg/mL; p<0,05) quando comparado ao controle (2,53
+ 0,23 pg/mL) (Figura 14B). O mesmo foi observado na avaliagdo de TNF-a
(82,15 + 3,85 pg/mL; p<0,05), em comparacao ao controle (46,59 £ 9,82 pg/mL)
(Figura 14D). O 5-FU néo promoveu alterac¢des significativas nos niveis de IL-13
e IL-12 (Figura 14 A e C).
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Figura 12. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)
na concentracdo de citocinas no lavado peritoneal de camundongos transplantados com
carcinoma ascitico de Ehrlich
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: A: IL-1B, B: IL-4, C: IL-12, D: TNF-a. Dados apresentados como média + erro padrdo
da média de cinco animais por ANOVA seguido de Tukey. 2p< 0,05 comparado ao grupo controle
tumoral. *ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-
thiofeno-3-carbonitrila; ** 5-fu: 5-fluorolacila; ***Controle: animais transplantados com Carcinoma

Ascitico de Ehrlich

5.2.3.3 Investigacéo da producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

O ACSO03 nao alterou os niveis de ROS em modelo de tumor ascitico de

Ehrlich apos o tratamento por sete dias (Figura 15).
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Figura 13. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03* (12,5 mg/kg) na producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em modelo de tumor ascitico de Ehrlich
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados apresentados como média * erro padrdo da média de cinco animais analisados
por Teste T. 2p< 0,05 comparado ao grupo controle tumoral. *ACS03: 2-((6-Cloro-2-
metoxiacridina-9-ilyJamino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-carbonitrila;

***Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich
5.2.3.4 Investigacdo da producao de Nitrito

ACSO03 (12,5 mg/kg) induziu um aumento significativo na concentracao de
nitrito (188,5 = 7,98 uM; p <0,05) em comparagédo com o grupo controle (36,09 +
0,72 uM) (Figura 12). O 5-FU (25 mg/kg) ndo induziu alteracéo significativa na
concentracdo de nitrito (16,3 = 2,91 uM) (Figura 16).
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Figura 14. Efeito de ACS03* (12,5 mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) na quantificacdo de nitrito no
fluido peritoneal de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Os dados sao apresentados como média + erro padrédo de cinco animais analisados
por andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. 2p <0,05 comparado ao grupo
controle tumoral; Pp <0,05 comparado ao ACS03

*ACSO03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-
carbonitrila

** 5-fu: 5-fluorolacila

***Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich
5.2.3.5 Anadlise do ciclo celular

Ao analisar células de carcinoma ascitico de Ehrlich de animais
submetidos ao tratamento com ACS03 (12,5 uM) por sete dias foi observado que
ndo houve alteracéo na porcentagem de células em cada fase do ciclo quando
comparado ao grupo controle (Figura 17).

A droga padrdo 5-FU (25 mg/kg) induziu um aumento significativo no
percentual de células em sub-G1 (93,43 + 0,84 %; p<0,05), quando comparado
ao grupo controle (22,98 + 3,08 %), o que foi acompanhado de uma diminuicéo
de células em GO/G1 de 43,32 + 2,34 % no controle para 1,36 £ 0,57 % no
ACSO03 (p<0,05), em S de 18,26 + 1,48 % no controle para 4,40 £ 0,69 % no
grupo tratado com ACS03( p<0,05) e em G2/M de 14,40 = 1,06 % no controle
para 0,68 £ 0,07 % em ACSO03 (p<0,05) (Figura 17).
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Figura 15. Efeito do tratamento de sete dias com ACS03* (12,5 mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) na
distribuicdo de células de carcinoma ascitico de Ehrlich nas diferentes fases do ciclo celular
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Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados apresentados como média + erro padrdo da média de cinco animais analisados
por ANOVA seguido de Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle tumoral

*ACSO03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-
carbonitrila

** 5-fu: 5-fluorolacila

***Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich

5.2.4 Avaliacao da toxicidade em animais transplantados com células de

carcinoma ascitico de Ehrlich ap6s o tratamento com ACS03

5.2.4.1 Avaliacdo ponderal e do consumo de agua e racao

O consumo de agua dos animais tratados com ACS03 (25,00 + 2,58 mL;
p<0,05) e com 5-FU (29,00 * 2,96 mL; p<0,05) foi menor em relagc&o ao controle
(50,83 £ 8,7 mL). O mesmo foi observado para o consumo de ra¢do nos animais
submetidos ao tratamento com ACS03 (18,5 £ 1,17 mL; p<0,05) e 5-FU (21,80 £
1,51 mL; p<0,05). Na avaliacdo do peso final dos animais foi observada uma
reducdo do peso de animais tratados com ACS03 (28,01 + 1,06 g; p<0,05) e 5-
FU (28,67 + 0,33 g; p<0,05), quando comparados ao grupo controle (35,63 £ 0,80
g) (Tabela 6).
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Tabela 6. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) no
consumo de agua e de racdo, e evolugdo ponderal de camundongos transplantados com
carcinoma ascitico de Ehrlich

Consumo de agua Consumo de ragéo Peso inicial Peso final
Grupos
(mL) (9) ) 9)
Controle*** 50,83 + 8,7 35,6 + 6,00 32,63 +0,82 35,63 +0,80
ACS03 25,00+ 2,582 185+1,172 31,5+0,56 28,01 +1,062
5-FU 29,00+2,962 21,80+1,512 30,67 + 1,00 28,67 £ 0,332

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados apresentados como média * erro padrdo da média de oito animais, analisados
por ANOVA seguido por Tukey. 2p<0,05 comparado ao grupo controle tumoral.

*ACSO03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-
carbonitrila

** 5-fu: 5-fluorolacila

***Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich

5.2.4.2 Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematolégicos

Apbs investigacdo dos efeitos toxicologicos de ACS03 e 5-FU em relacao
aos parametros bioguimicos, ndo foram observadas diferencas nos parametros
AST, ALT, ureia e creatinina (Tabela 7).
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Tabela 7. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)
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*** - 106,80 + 5,75 113,60 + 7,97 41,60 +4,11 0,92 + 0,05
Controle**** - 140,0 + 18,24 128,50 + 17,81 40,8 £ 4,95 0,86 + 0,06
ACSO03 12,5 163,0 + 25,30 149,60 + 21,56 48,57 +2,15 0,94 + 0,03
5-FU 25 162,60 + 2,27 176,6 + 3,33 39,75+ 2,45 0,82 + 0,07

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados apresentados como média + erro padrdo da média de oito animais, analisados
por ANOVA seguido por Tukey.

*ACSO03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-
carbonitrila

** 5-fu: 5-fluorolacila

***Grupo sadio: animais saudaveis (ndo transplantados com tumor de Ehrlich e submetidos as
mesmas condicdes experimentais).

****Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich

Como mostrado na tabela 8, ndo foram identificadas alteracGes
significativas em nenhum dos parametros do eritrograma e leucograma nos
animais tratados com ACS03, quando comparados ao grupo controle.

O tratamento com o 5-FU causou aumento significativo no VCM (63,68 *
2,52 fm3; p<0,05) em relacéo ao grupo controle (49,55 + 0,94 fm3). O mesmo foi
observado no HCM (21,98 + 0,40 pg; p<0,05) em relacdo ao controle (18,87 *
0,53 pg). No leucograma, reducdes significativas da contagem de leucdcitos
totais e dos percentuais de linfocitos, neutrdfilos e mondcitos (3,48 + 0,27
103/mm?; 88,00 + 1,10%; 9,40 + 0,87% e 1,25 + 0,25% , respectivamente) foram
observadas no grupo tratado com a droga padréo, quando comparado ao grupo
controle (8,96 + 1,29 10%/mm3; 75,83 + 3,07%; 9,40 + 0,87% e 1,25 + 0,25%,

respectivamente).
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Tabela 8. Efeito do tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03* (12,5 mg/kg) e 5-FU* (25 mg/kg)
nos parametros hematologicos de sangue periférico de camundongos transplantados com

carcinoma ascitico de Ehrlich

Parametro Grupo Controle**** ACSO03 5-FU

sadio*** (12,5 mg/kQg) (25 mg/kQg)

Eritrécitos (108/mms) 6,57 £ 0,21 7,03 +0,29 7,52 +0,34 5,78 + 0,65
Hemoglobina (g/dL) 12,96 £ 0,39 13,18 £ 0,40 13,97 £ 0,45 12,64 + 1,30
Hematdcrito (%) 35,81+1,24 34,67 £1,14 38,14 + 0,85 36,60 = 4,00
VCM (fm?3) 54,26 + 1,24 49,55 + 0,94 50,93+1,71 63,68+ 2,522
HCM (pg) 19,65 + 0,33 18,87 + 0,53 18,74+0,74  21,98+0,402
CHCM (g/dL) 21,33+0,752 38,07+040  36,81+0,56 37,12 +2,61
Leucocitos totais (103/mm?) 10,2+ 0,48 8,96 £ 1,29 12,97 £ 1,68 3,48 +0,272
Linfécitos (%) 81,38 + 3,43 75,83 = 3,07 75,86 +1,90 88,00+1,10¢2
Neutrdfilos (%) 2,00+£0,29¢2 12,17 £ 2,18 14,43 £ 1,17 9,40+0,87 2
Mondcitos (%) 6,25 + 0,99 9,66 + 1,40 7,57 + 0,89 1,25+0,252

Eosindfilos (%) 2,00+ 0,21 2,80+ 0,58 2,60 + 0,50 2,00 £ 0,31

Fonte: LISBOA, 2020

Legenda: Dados apresentados como média + erro padréo da média de oito animais, analisados

por ANOVA seguido por Tukey. 2p < 0,05 comparado ao grupo controle tumoral.
*ACS03: 2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-il)amino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-thiofeno-3-

carbonitrila

** 5-fu: 5-fluorolacila

***Grupo sadio: animais saudaveis (ndo transplantados com tumor de Ehrlich e submetidos as

mesmas condi¢gbes experimentais).

***Controle: animais transplantados com Carcinoma Ascitico de Ehrlich e submetidos as

mesmas condi¢cdes experimentais
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5.2.4.3 Andlises histoldgicas

Para uma avaliacdo mais detalhada de possiveis efeitos téxicos induzidos
pelo ACS03 em nivel tecidual (figado e rins), analises histopatoldgicas foram
realizadas.

Ao exame de microscopia de luz, os figados dos animais do grupo sadio
apresentaram arquitetura hepatica bem conservada com presenca da triade
portal (ramo da veia porta, da artéria hepatica e o ducto biliar), hepatécitos
poligonais uni ou binucleados permaneceram inalterados, organizados em
corddes direcionados para as veias hepaticas terminais, de paredes finas (Figura
18 A e B). Em contrapartida, quando foram avaliados os animais do grupo
controle transplantado, observaram-se visiveis lesGes reversiveis, do tipo
esteatose micro e macrogoticular caracterizadas pelos inUmeros vacuolos
esbranquicados no citoplasma do hepatdcito (Figura 18 C e F), uma quantidade
moderada de vasos congestos (Figura 18 D), e aumento do numero das células
de kupffer, (Figura 18 E), no entanto, 0os espacos portais estavam regularmente
distribuidos com a presenca da triade vasculo-biliar habitual, cordées hepaticos
inalterados e ndo foram encontrados necrose de hepatdécitos, atipias celulares e
infiltrado inflamatario.

Os animais do grupo tratado com 5-FU apresentaram arquitetura lobular
preservada, com células de kupffer e sinusoides hepaticos morfologicamente
preservados, (Figura 18 G), mas pode-se observar discreto infiltrado
linfoplasmocitario e alguns hepatdcitos necrosados com nucleo picnético em
algumas areas no tecido (Figura 18 H). Quando avaliados os figados dos animais
tratados com ACSO03 pode-se observar a presenca moderada de infiltrado
linfoplasmocitario (Figura 18 J, L) e alguns hepatocitos necrosados (Figura 18 K)
isolados no tecido, no entanto, assim como no grupo 5-FU, os animais tratados
com o ACS03 nao apresentaram esteatose hepatica tampouco células atipicas.
As demais caracteristicas morfologicas em relacéo a triade portal, corddes de
hepatocitos, células de kupffer e arquitetura hepatica mantiveram-se inalteradas

e bem preservadas, semelhante ao controle (Fig. 18 ).
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Figura 16. Histopatologia do figado de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich apos tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)

Fonte: MEDEIROS, 2020

Legenda: Grupo controle saudavel (Figura A e B). Arquitetura dos corddes hepéticos (Figura A
e B). Grupo controle transplantado (Figura C, D, E e F). Esteatose hepética (seta preto HE 400X)
(C), congestao vascular (seta vermelha HE 100X) (D), célula de kupffer (seta verde -HE 100X)
(E), esteatose hepética microgoticular (circulo preta -HE 1000X) (F), Grupo 5-FU (Figura G e H).
Triade portal (HE 400x) (G), infiltrado inflamaté6rio (seta amarela) e célula necrética (circulo
vermelho) (HE 400X) (H). Grupo tratados com ACS03 (Figura |, J, K, L). Arquitetura dos cordfes
hepéticos e triade portal (HE 100x) (1), infiltrado linfoplasmocitario (seta amarela - HE 100X-J e
HE 400X -L); célula necrética (circulo vermelho - HE 400X)( K).
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Figura 18. Histopatologia do figado de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich apos tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)
(Continuacéo).

: MEDEIROS, 2020
Legenda: Grupo controle saudavel (Figura A e B). Arquitetura dos corddes hepaticos (Figura A

Fo}lte
e B). Grupo controle transplantado (Figura C, D, E e F). Esteatose hepética (seta preto HE 400X)
(C), congestao vascular (seta vermelha HE 100X) (D), célula de kupffer (seta verde -HE 100X)
(E), esteatose hepética microgoticular (circulo preta -HE 1000X) (F), Grupo 5-FU (Figura G e H).
Triade portal (HE 400x) (G), infiltrado inflamatério (seta amarela) e célula necrética (circulo
vermelho) (HE 400X) (H). Grupo tratados com ACS03 (Figura |, J, K, L). Arquitetura dos cordfes

hepéticos e triade portal (HE 100x) (1), infiltrado linfoplasmocitario (seta amarela - HE 100X-J e
HE 400X -L); célula necrética (circulo vermelho - HE 400X)( K).
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Os rins removidos dos grupos controle 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 mesangio. Ao redor
dos corpusculos, foram observados tabulos contorcidos proximais numerosos e
preservados com epitélio simples cubico e abundante citoplasma, tabulos distais
com lumen visivel e citoplasma escasso e alca fina de henle com seu epitélio
simples pavimento caracteristico de sua morfologia (Figura 19 A). Na medula
renal 0s numerosos tubulos coletores foram encontrados sustentados por
escasso tecido fibroconjuntivo e revestidos por epitélio simples com altura
variavel, de colunar a cubico (Figura 19 B). O sistema vascular do parénquima
renal apresentava diferentes tipos de vasos sanguineos e o tecido conjuntivo
presente entre as estruturas vasculares encontrava-se bem distribuido entre os
vasos (Figura 19 C e D).

Os demais grupos experimentais nao apresentaram diferencas
morfolégicas entre si quanto as estruturas glomerulares, tabulos contorcidos
proximais e distal da regido cortical e tubulos coletores da regido medular, no
entanto, os grupos controle transplantado e grupos tratados com 5-FU ou com
ACSO03 apresentaram aumento da deposicdo de tecido conjuntivo ao redor dos
vasos sanguineos (Figura 18 G, K e O). Adicionalmente, os animais do grupo
tratado com ACSO03 apresentaram quantidade moderada de infiltrado
inflamatorio no parénquima renal (Figura 19 P), e os animais do grupo controle
transplantado apresentaram um aumento do nimero e do tamanho do limen da

alca fina de henle (Figura 19 F).
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Figura 17. Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich apos tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)
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Fonte: MEDEIROS, 2020

Legenda: Controle (Figura A, B, C e D) Cdrtex 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 (asterisco azul) e distais (asterisco branco) e
alca fina de henle (seta preta) (HE- 400x- Figura A); corte longitudinal da medula renal com
tubulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-Figura B); tecido
conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-100x- Figura C e TM-400x-Figura D). Controle
transplantado (Figura E, F, G e H). Glomérulo preservado com visivel arteriola (circulo vermelho)
(HE- 400x Figura E), tabulo distal (asterisco branco) e al¢a de henle (seta preta) (HE- 400x Figura
F); capsula renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura H). Tratado com 5-FU (Figura |, J,
K e L). Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura I) e medular (HE-
400x Figura J), tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura K); capsula
renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura L). Tratado com ACSO03 (Figura M, N, O e P).
Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura M); corte transversal da
medula renal com tdbulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-
Figura N); tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura 20); infiltrado

inflamatério perivascular (seta verde HE- 400x Figura P).
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Figura 19. Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich apos tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)
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Fonte: MEDEIROS, 2020

Legenda: Controle (Figura A, B, C e D) Cértex renal com glomérulo preservado circundado por
cépsula de Bowman com epitélio parietal (seta vermelha), tufo capilar interno revestido pelo
epitélio visceral (seta amarela), tibulos proximais (asterisco azul) e distais (asterisco branco) e
algca fina de henle (seta preta) (HE- 400x- Figura A); corte longitudinal da medula renal com
tubulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-Figura B); tecido
conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-100x- Figura 2C e TM-400x-Figura D). Controle
transplantado (Figura E, F, G e H). Glomérulo preservado com visivel arteriola (circulo vermelho)
(HE- 400x Figura E), tabulo distal (asterisco branco) e al¢a de henle (seta preta) (HE- 400x Figura
F); capsula renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura H). Tratado com 5-FU (Figural l, J,
K e L). Glomérulos e tibulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura 1) e medular (HE-
400x Figura J), tecido conjuntivo perivascular (retdngulo preto) (TM-400x- Figura K); cdpsula
renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura L). Tratado com ACSO03 (Figura M, N, O e P).
Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura M); corte transversal da
medula renal com tdbulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-
Figura N); tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura 20); infiltrado

inflamatério perivascular (seta verde HE- 400x Figura P).
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Figura 19. Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich apos tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)

(Continuacéo)

Fonte: MEDEIRQOS, 2020

Legenda: Controle (Figura A, B, C e D) Cértex 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 (asterisco azul) e distais (asterisco branco) e
alca fina de henle (seta preta) (HE- 400x- Figura A); corte longitudinal da medula renal com
tubulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-Figura B); tecido
conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-100x- Figura 2C e TM-400x-Figura D). Controle
transplantado (Figura E, F, G e H). Glomérulo preservado com visivel arteriola (circulo vermelho)
(HE- 400x Figura E), tabulo distal (asterisco branco) e alca de henle (seta preta) (HE- 400x Figura
F); capsula renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura H). Tratado com 5-FU (Figural l, J,
K e L). Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura I) e medular (HE-
400x Figura J), tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura K); capsula
renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura L). Tratado com ACSO03 (Figura M, N, O e P).
Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura M); corte transversal da
medula renal com tdbulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-
Figura N); tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura 20); infiltrado

inflamatério perivascular (seta verde HE- 400x Figura P).



108

Figura 19. Histopatologia dos rins de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich apos tratamento de sete dias (i.p.) com ACS03 (12,5 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg)

(Continuacéo)

Fonte: EDEIRO, 2020
Legenda: Controle (Figura A, B, C e D) Cdrtex renal com glomérulo preservado circundado por
capsula de Bowman com epitélio parietal (seta vermelha), tufo capilar interno revestido pelo
epitélio visceral (seta amarela), tabulos proximais (asterisco azul) e distais (asterisco branco) e
alca fina de henle (seta preta) (HE- 400x- Figura A); corte longitudinal da medula renal com
tubulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-Figura B); tecido
conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-100x- Figura 2C e TM-400x-Figura D). Controle
transplantado (Figura E, F, G e H). Glomérulo preservado com visivel arteriola (circulo vermelho)
(HE- 400x Figura E), tabulo distal (asterisco branco) e al¢a de henle (seta preta) (HE- 400x Figura
F); capsula renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura H). Tratado com 5-FU (Figura I, J,
K e L). Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura I) e medular (HE-
400x Figura J), tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura K); capsula
renal preservada (seta branca) (HE- 100x- Figura L). Tratado com ACSO03 (Figura M, N, O e P).
Glomérulos e tubulos preservados na regido cortical (HE- 400x Figura M); corte transversal da
medula renal com tdbulos coletores preservados e luz visivel (asterisco vermelho) (HE- 400x-
Figura N); tecido conjuntivo perivascular (retangulo preto) (TM-400x- Figura 20); infiltrado

inflamatdrio perivascular (seta verde HE- 400x Figura P).



Discussao



110

6 DISCUSSAO

A descoberta de novos medicamentos anticancer € fundamental para a
pesquisa e desenvolvimento farmacéutico, e tratamento de individuos
acometidos com a doenca (SUN et al., 2017). Derivados tiofénicos e/ou
acridinicos vém sendo extensivamente estudados devido a sua atividade
anticancer (LEPAILLEUR et al., 2014; PUTEROVA; KRUTOSIKOVA; VEGHC,
2010; SILVA et al., 2019; SZYMANSKI et al., 2017; ZHOU et al., 2018). A
estratégia de hibridizacdo vem sendo utilizada para o planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos, pois tem a capacidade de combinar duas
ou mais moléculas bioativas buscando melhor atividade (DE LIMA SERAFIM et
al., 2018). Neste estudo, foi investigado a atividade anticancerigena in vitro e in
vivo, bem como a toxicidade de um hibrido tiofénico-acridinico, 2 - ((6-Cloro-2-
metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -tiofeno-3-
carbonitrila (ACSO03).

A pesquisa iniciou com a avaliagao da citotoxicidade de ACS03 em células
tumorais humanas e ndo tumorais. Os dados mostram que o ACS03 tem um
efeito seletivo contra as células de carcinoma colorretal HCT-116, pois néo
mostrou atividade significativa contra as demais linhagens testadas (HeLa, MCF-
7, K562, HL-60).

O céancer colorretal, um tipo de cancer frequentemente diagnosticado em
todo o mundo, € uma doenca na qual tumores malignos se formam nos tecidos
do colon ou reto. O cancer colorretal € a segunda principal causa de mortes
relacionadas ao cancer no mundo e a terceira causa mais comum de morte
relacionada ao cancer em homens e mulheres nos Estados Unidos (CHEN;
NEUGUT; ROTTERDAM, 1994; SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013). As
estimativas da American Cancer Society para o numero de casos de cancer
colorretal nos Estados Unidos em 2020 séo de 104.610 novos casos de cancer
de cdélon e 43.340 novos casos de cancer retal, somando 147.950 novos casos
de cancer colorretal em 2020 apenas nos Estados Unidos. Portanto,
considerando os dados epidemiologicos apresentados, a atividade seletiva de
ACSO03 contra células de cancer colorretal € de relevancia na busca por novos

tratamentos para essa doenca (LOGAN et al., 2019).
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As opcoOes de tratamento do cancer colorretal dependem da localizagao
do tumor, tamanho e estagio do cancer, e das caracteristicas gerais do paciente,
porém, as duas principais op¢es sdo quimioterapia e cirurgia (AOYAGI, 2014;
SHETH; CLARY, 2005). A quimioterapia pode ser administrada, em alguns
casos, antes da cirurgia para reduzir o tamanho do tumor ou apds a cirurgia
(NORDLINGER et al., 2008). A sobrevida global de pacientes com cancer de
colon aumentou na ultima década devido a melhorias nas ciéncias meédicas e
nos tratamentos quimioterdpicos (COLON CANCER LAPAROSCOPIC OR
OPEN RESECTION STUDY GROUP, 2009; HOLOHAN et al., 2013). Porém, a
maioria dos pacientes com cancer colorretal desenvolvem resisténcia aos
medicamentos, o que diminui a sua eficacia e, por fim, leva ao fracasso da
quimioterapia (DIAZ et al., 2012; ENGELMAN et al., 2007). Nesse contexto, as
mortes por cancer colorretal entre pessoas com menos de 55 anos aumentaram
2% ao ano entre 2007 e 2016, sendo esperado cerca de 53.200 mortes em 2020
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020). No Brasil ocorreram 18867 mortes
causadas por cancer colorretal em 2017, sendo 9207 homens e 9660 mulheres.
A estimativa € que em 2020 ocorram cerca de 40990 novos casos, sendo 20520
homens e 20470 mulheres em 2020 (INCA, 2019).

Dados da literatura demonstram a atividade antitumoral de compostos
acridinicos e tiofénicos contra células de carcinoma colorretal (BELMONT et al.,
2007; FU et al.,, 2017). No entanto, no presente trabalho, os precursores de
acridina e tiofeno que deram origem ao hibrido ACS03 também foram testados
contra células HCT-116, e foi observada baixa citotoxicidade. Estes resultados
indicam que a hibridacé@o dos nucleos tiofénico e acridinico foi eficaz no aumento
da atividade antitumoral, sendo a primeira vez que um composto hibrido de
tiofeno-acridina com atividade antitumoral é descrito.

Adicionalmente, os resultados mostram que a droga padrao doxorrubicina
produz alta citotoxicidade em células HCT-116, porém, também €& altamente
citotoxica em células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC) e em
linhagem néo tumoral de queratinocito humano HaCat. A doxorrubicina é uma
droga antraciclina extraida pela primeira vez de Streptomyces peucetius var. na
década de 1970 e usada rotineiramente no tratamento de varios tipos de cancer,
incluindo mama, pulméo, estdmago, ovario, tireoide, linfoma nao-Hodgkin e

Hodgkin, mieloma multiplo, sarcoma, cancer pediatrico e cancer colorretal
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(ARCAMONE et al., 1969; CORTES-FUNES; CORONADO, 2007;
WEINLANDER et al., 1997; WEISS, 1992; XIONG; XIAO, 2018). Existem dois
mecanismos propostos pelos quais a doxorrubicina atua na célula cancerigena
(i) intercalagdo no DNA e interrupcdo do reparo do DNA mediado pela
topoisomerase Il e (ii) geracdo de radicais livres e seus danos as membranas
celulares, DNA e proteinas (GEWIRTZ, 1999; THORN et al., 2011).

O uso clinico de compostos de acridina e tiofeno é limitado por problemas
como efeitos colaterais, desenvolvimento de resisténcia por parte das células
tumorais e baixa biodisponibilidade, o que, em conjunto, estimulam outras
modificacdes quimicas desses compostos para superar essas limitacdes
(SANCHEZ et al., 2006; ZHAO et al., 2019). Dados anteriores mostraram
citotoxicidade de compostos de acridina, incluindo a amsacrina, contra células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) (BARROS et al., 2012). Da mesma
forma, a alta toxicidade descrita para compostos de tiofeno contra células
normais limita sua utilidade (GRAMEC; PETERLIN MASIC; SOLLNER DOLENC,
2014). Neste estudo, o hibrido ACS03 produziu baixa citotoxicidade contra
células ndo tumorais (PBMC, HaCat e L929), mostrando um alto indice de
seletividade para as trés linhagens avaliadas. Em contrapartida, a droga padréao
doxorrubicina demonstrou maior efeito citotoxico para as células ndo tumorais
testadas observado pelo indice de seletividade inferiores aos encontrados para
ACSO03, sugerindo que o equilibrio entre atividade antitumoral e a toxicidade é
favoravel para sua aplicacao terapéutica.

Entdo, considerando que os dados in vitro para o0 ACS03 mostraram-se
promissores, e, ainda, que a hibridacado do nucleo tiofénico e acridinico revelou
um melhor resultado em relacdo a atividade antitumoral e diminuicdo da
citotoxicidade em células normais, foi dado continuidade aos estudos com esse
composto. Para os ensaios de investigacdo do mecanismo de acdo antitumoral
in vitro foram utilizadas as concentracdes de 25 uM (CI50) e 50 uM (o dobro da
CI50).

O primeiro mecanismo avaliado foi a interferéncia do tratamento com
ACSO03 sobre a distribuicdo de células HCT-116 nas diferentes fases do ciclo
celular. O ciclo celular representa uma série de eventos fortemente integrados
que permitem que a célula cresca e prolifere (WU, 2018). A maioria dos

quimioterapicos exercem seus efeitos interferindo nos processos envolvidos na
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divisdo celular (JONES; OCEN, 2020), portanto, a avaliagdo desse processo €
importante no entendimento do mecanismo de acdo antitumoral de novas
drogas.

O ACSO03 induziu aumento de células no pico sub-G1, o que, segundo a
literatura, esta relacionado a inducéo de apoptose e fragmentacdo do DNA (DI
SOMMA et al., 2019; JERNEI et al., 2019), isso ocorre porque 0 lodeto de
Propideo € um agente intercalante do DNA, por isso durante a analise de dados
desse tipo é possivel observar uma maior fluorescéncia (quantidade de DNA) em
células 2n (GO/G1) que ainda ndo entraram em mitose, durante a sintese de DNA
(Fase S) observa-se uma quantidade maior de DNA, e consequentemente maior
marcacado com Pl (>2n). Na fase G2/M podem ser observadas as células que ja
tiveram seu material genético duplicado (4n) e estao prestes a sofrer citocinese,
tendo, assim, o dobro de DNA das células 2n (G0O/G1). O pico sub-G1 é
caracteristico de células apoptéticas pois, possuem conteudo de DNA menor que
2n, devido a fragmentacdo de DNA, uma caracteristica do processo apoptotico
(CROWLEY; CHOJNOWSKI; WATERHOUSE, 2016; FRIED; PEREZ,
CLARKSON, 1976).

Visto que foi observado indicio de apoptose com a presenca do pico sub-
G1, também foi investigada a inducdo de apoptose por ACS03. Observamos
aumento nas células em apoptose inicial e tardia quando incubadas com ACSO03.
Estudos anteriores sugeriram que derivados acridinicos podem induzir a parada
do ciclo celular e apoptose (OLSZEWSKA et al., 2014). O mesmo foi observado
como mecanismo de acdo de um derivado nitroacridinico em células de cancer
de mama (ZHOU et al., 2018), e para um derivado tetrahidroacridinico em células
de cancer de pulmio (OLSZEWSKA et al., 2014; SZYMANSKI et al., 2017).
Outros estudos também observaram derivados contendo tiofenos aumentaram
0 pico sub-G1 e causaram apoptose (ABDELHAMEID et al., 2018).

Considerando que a toxicidade induzida pela producdo de estresse
oxidativo € um mecanismo comum de muitos antineoplasicos, 0 passo seguinte
desse estudo foi avaliar o potencial de ACS03 em interferir na producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species).

ROS séo espécies quimicamente reativas que contém oxigénio. Em um
contexto biologico, ROS s&o formadas como um subproduto natural do

metabolismo normal do oxigénio e tém papéis importantes na sinalizacao celular
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e na homeostase (RAY; HUANG; TSUJI, 2012). No entanto, em altas
concentracfes essas moléculas podem danificar lipideos, proteinas e DNA, e
induzir morte celular (CARRASCO-TORRES et al., 2017).

Nas células cancerigenas existe um delicado equilibrio nos niveis
intracelulares de ROS. As vias de sinalizacdo sensiveis a ROS séo
persistentemente elevadas em muitos tipos de cancer, onde participam do
crescimento/proliferacdo celular, diferenciacdo, sintese de proteinas,
metabolismo da glicose, sobrevivéncia e inflamacgéo das células (LIOU; STORZ,
2010a). Embora sejam observados altos niveis de ROS nas células tumorais,
sugere-se que essas células sejam mais vulneraveis ao aumento intracelular de
ROS em comparacao as células normais (NICCO; BATTEUX, 2017). Por isso,
muitas abordagens quimioterpicas envolvem o0 aumento da producdo
intracelular de ROS (TONG et al., 2015).

Em contrapartida, devido ao seu papel dual em células cancerigenas,
alguns estudos mostram que ambas as abordagens, de elevacéo e de reducéo
de ROS, sao eficazes, e os medicamentos com base em um dos efeitos também
se mostra eficaz com estudos in vivo (WANG,; Y1, 2008).

Neste trabalho, observou-se que em linhagem de carcinoma colorretal
(HCT-116), apdés 48 horas de tratamento, o ACS03 diminuiu 0s niveis
intracelulares de ROS. A diminuicdo dos niveis intracelulares de ROS pode
indicar um aumento na capacidade antioxidante das células tumorais induzido
por ACS03. Devido ao papel critico de ROS na iniciacdo ou promocdo dos
fendtipos malignos nas células tumorais, o tratamento do céancer com
antioxidantes, tem sido uma promissora abordagem terapéutica
(THYAGARAJAN; SAHU, 2018). Algumas terapias como a superexpressao e/ou
ativacdo de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, a glutationa
peroxidase e a catalase (LIU et al., 2006; NELSON et al., 2006; NISHIKAWA et
al., 2005; VENKATARAMAN et al., 2005), a manipulacdo de compostos de
nitroxido com capacidade antioxidante (SOULE et al., 2007; WANG; Y1, 2008) e
a inibicado da NAPH-oxidase (KUBO et al., 2006; SATO et al., 2006) vem sendo
estudadas contra o cancer. Além disso, Derivados acridinicos ja foram descritos
na literatura apresentando atividade antitumoral e antioxidante (HAIDER et al.,
2019; KALIRAJAN et al., 2012). Em contrapartida, outros estudos também

mostraram que derivados tiofénicos apresentaram aumento nos niveis de ROS
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em duas linhagens de carcinoma hepatocelular (CAl et al., 2019).
Adicionalmente, a amsacrina foi descrita aumentando os niveis de ROS em
células cancerigenas (BLASIAK et al., 2003). Em nosso estudo sugere-se que a
presenca do radical metoxila na estrutura molecular de ACS03 pode estar
relacionada ao seu potencial antioxidante, visto que o efeito antioxidante da
metoxila € descrito na literatura (LIN et al., 2014; SULPIZIO et al., 2016).

Os ensaios in vivo iniciaram com a avaliacdo da toxicidade de ACSO03,
uma vez que a maioria dos agentes quimioterapicos contra o cancer podem
produzir significativa toxicidade, mesmo nas doses terapéuticas usuais, levando
ao aparecimento de diversos efeitos colaterais (NISARI et al.,, 2017;
PLENDERLEITH, 1990). Devido a isso é importante avaliar os efeitos
toxicolégicos de novas substancias testadas para o tratamento do cancer,
buscando drogas mais eficazes e menos toxicas (DE MELO REGO et al., 2017).

O estudo toxicolégico com o ACSO03 foi iniciado pelo teste de toxicidade
aguda nao clinica em camundongos. Essa metodologia, além de investigar a
seguranca do composto avaliado, permite estimar doses seguras para 0S
estudos farmacolégicos (VENKATESAN; RAMANATHAN, 2017).

Com base nos resultados obtidos, a DLso do ACS03 foi estimada em torno
de 5000 mg/kg, sendo classificado na categoria 5 — GHS, o que permite inferir
que ACSO03 é uma substancia de baixa toxicidade aguda (DE MELO REGO et
al., 2017). Ainda, sabe-se que, em geral, se a DLso do composto teste for trés
vezes maior do que a dose minima eficaz, o composto € considerado um bom
candidato para estudos futuros (AMELO; NAGPAL; MAKONNEN, 2014;
OTHUKE; UWAKWE; MONAGO, 2012). Esses dados corroboram os resultados
encontrados para o derivado espiro-acridinico ACS-AZ10, que também
apresentou baixa toxicidade, (DLso aproximadamente 2000 mg/kg)
(MANGUEIRA et al.,, 2017), pro derivado acridinico AMTAC-17 (DL50
aproximadamente 5000 mg/kg) (MOTA, 2019) e para o ACMD (DL50
aproximadamente 1000 mg/kg)(SOUSA, 2019). Por outro lado, dados da
literatura mostram que alguns derivados de acridina tém alta toxicidade aguda
(PAN et al., 2007). O derivado aminotiofeno SB-44 também apresentou baixa
toxicidade aguda (DLso aproximadamente 5000 mg/kg) (MOURA, 2016),

corroborando com os dados apresentados em neste trabalho.
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Muitos antineoplasicos induzem genotoxicidade em células normais como
um efeito secundario, além de induzirem apoptose em células tumorais em
resposta a danos causados ao DNA (QUISPE-TINTAYA et al., 2018). Sendo
assim, o uso desses farmacos pode também causar efeitos genotoxicos em
células ndo tumorais, levando a danos associados ao desenvolvimento de uma
segunda neoplasia em consequéncia do tratamento inicial (DE MELO REGO et
al., 2017).

O efeito genotdéxico do ACSO03 foi investigado por meio do ensaio do
micronucleo em sangue periférico de camundongos. Micronucleo é o nome dado
ao pequeno nucleo que se forma sempre que um cromossomo ou fragmento de
um cromossomo nao é incorporado a um dos nucleos filhos durante a divisdo
celular, e geralmente € um sinal de eventos genotdxicos e instabilidade
cromossomica (HINTZSCHE et al., 2017; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

O tratamento com o ACS03 ndo provocou aumento significativo no
namero de eritrocitos micronucleados, podendo-se inferir, portanto, que o ACS03
ndo apresentou potencial genotdéxico em sangue periférico de camundongos,
nas condicdes experimentais avaliadas. Em contraste, a amsacrina (0 mais
conhecido composto acridinico), que é um potente agente antitumoral, se
demonstrou potencialmente mutagénica e genotoxica para células saudaveis
(DENNY, 2002). Os derivados acridinicos AMTAC-17 (MOTA, 2019), ACSAZ10
(MANGUEIRA et al., 2017) e ACMD (SOUSA, 2019) apresentaram baixa
genotoxicidade, assim como derivado aminotiofénico SB-44 (MOURA, 2016).
Em adicdo, um derivado aminotiofénico apresentou genotoxicidade apenas em
altas concentragdes avaliado pelo ensaio de Cometa (LEPAILLEUR et al., 2014).

Em seguida, foi realizada a avaliagdo da toxicidade de ACS03 em
embrides de peixe zebra, pois diferengas na DLso em espécies distintas podem
fornecer indicios de variagbes na absorcdo, metabolismo e mecanismos de
toxicidade de uma substancia (ADAMSON, 2016). Foi utilizado o modelo de
peixe-zebra (Danio rerio) de acordo com o guia n® 236 da OECD (2013) que se
destina a determinar a toxicidade aguda ou letal de produtos quimicos em
estagios embrionarios dessa espécie (OECD, 2013).

Embrides e larvas de Danio rerio (peixe-zebra) tem sido usados como
modelo toxicologico para realizar testes rapidos e ensaios de toxicidade no

desenvolvimento, incluindo a avaliacdo da toxicidade de compostos
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farmacéuticos (CASSAR et al., 2020; DUCHARME et al., 2015). Felizmente, em
estudos toxicologicos, muitas respostas foram semelhantes entre peixes-zebra
e humanos (HALLARE; KOHLER; TRIEBSKORN, 2004; HUITING; LAROCHE;
FENG, 2015; SIPES; PADILLA; KNUDSEN, 2011). Portanto, embrides de peixe-
zebra sédo valiosos no estudo da toxicidade sistémica, que pode ser avaliada
usando a mortalidade embrionaria geral como uma medida a partir da qual a
faixa de trabalho de um composto pode ser determinada (VIEIRA et al., 2008).

ACSO03 néo induziu a mortalidade de embrides e larvas de peixes, no
entanto, os embrides apresentaram algumas alteracdes morfoldgicas, como
deformacédo da coluna vertebral, reducdo no comprimento larval e edema
pericardico. Porém, essas alteracdes morfolégicas ocorreram em concentracées
cinco vezes maiores que a Clso do ACS03 nas células tumorais HCT-116. Nesse
contexto, dados da literatura mostram que o peixe-zebra é um modelo muito
sensivel de avaliacdo de toxicidade, e os estagios iniciais sdo geralmente mais
sensiveis a exposicdo a produtos quimicos (DVIR et al., 2010). Em estudos com
um derivado acridinico (AMTAC17), foi observado uma baixa CLso (10 vezes
maior que a Clso em células tumorais) em embrifes e larvas de peixe zebra
(MOTA, 2019).

Para aprofundar o entendimento do perfil de atividade do ACS03, foram
também analisadas as atividades enzimaticas de lactato desidrogenase (LDH),
glutationa S-transferase (GST) e acetilcolinesterase (AChE) em larvas de peixe-
zebra.

LDH é uma enzima metabdlica envolvida na via anaerdbica do
metabolismo dos carboidratos e tem sido usada como um biomarcador de
estresse em peixes (VIEIRA et al., 2008). O ACS03 aumentou a atividade da
LDH, mostrando que havia uma alta necessidade energética nas larvas de peixe-
zebra expostas ao tratamento.

AChE é responsavel pela degradacao enzimatica da acetilcolina (ACh), e
sua auséncia ou baixa atividade causa altos niveis de ACh sistémica, que atua
como um neurotransmissor (DVIR et al., 2010). Para o tratamento com ACS03,
observou-se um aumento na atividade da AChE, que geralmente esta associada
a neurotoxicidade (KAIS et al., 2015); no entanto, a literatura também sugere que

a AChE pode exibir atividade antitumoral, além de correlacionar a malignidade
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do tumor com baixa atividade da AChE (PEREZ-AGUILAR et al., 2015; XU et al.,
2014; ZHANG et al., 2013).

GST é vital na via das enzimas de desintoxicacdo da Fase Il em humanos
e fornece protecdo contra toxinas, catalisando a conjugacao de toxinas com
glutationa (GSH) ou se ligando passivamente a varias moléculas toxicas
exdgenas/enddgenas, incluindo toxinas ambientais, carcinOgenos, agentes
quimioterapéuticos e produtos de estresse oxidativo (STURCHIO et al., 2008;
XIE et al., 2015). Também foi observado um aumento na atividade de GST em
larvas expostas a ACS03, o que pode estar associado ao aumento da
capacidade antioxidante.

Sabendo-se que o0 ACS03 apresentou atividade antitumoral in vitro, baixa
toxicidade em células normais in vitro, baixa toxicidade aguda em camundongos
e em peixe-zebra, e ndo apresentou potencial genotdxico, o passo seguinte do
presente estudo foi avaliar a atividade antitumoral in vivo no modelo de
carcinoma ascitico de Ehrlich.

Para avaliar o efeito antitumoral in vivo do ACSO03, foi utilizado o modelo
de carcinoma ascitico de Ehrlich (EAC), um adenocarcinoma mamario murino
espontaneo que é um modelo bem estabelecido para testar novos candidatos a
farmacos (EGAWA; ISHIOKA; OGATA, 1979; MISHRA et al., 2018).

A droga padrdao utilizada foi o 5-fluorouracil (5-FU), um agente
quimioterapico antimetabolito, amplamente utilizado no tratamento de varios
canceres solidos (PARDINI et al., 2011). O principal mecanismo de acdo do 5-
FU consiste na inibicdo da enzima timidilato sintase, por meio do metabdlito
ativo, monofosfato de fluorodesoxiuridina (FAUMP), que forma um complexo
ternario inativo com a timidilato sintase e o 5-10-metilenotetrahidrofolato (MTHF),
por isso, atua especificamente nas fases G1 e S do ciclo celular, interferindo no
metabolismo dos nucleosideos, causando supresséo do RNA e da replicacdo do
DNA (BORRO et al., 2017; LORIOT et al., 2018).

Nesse estudo, o 5-FU induziu potente atividade antitumoral reduzindo
todos os parametros avaliados (volume e massa tumoral, e viabilidade e total
celular), o que justifica a escolha deste farmaco como droga padrao em modelo
de carcinoma ascitico de Ehrlich. Além disso, 5-FU também possui atividade
antiangiogénica relatada (OOYAMA et al., 2008).
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ACSO03 (12,5 mg/kg) reduziu a massa e o volume tumoral, e a viabilidade
e o total celular, indicando significativa atividade in vivo deste composto. Esses
dados corroboram os resultados da literatura de compostos separados
acridinicos e tiofénicos, que mostram efeito antitumoral no modelo de carcinoma
ascitico de Ehrlich (MANGUEIRA et al., 2017; RAKESH et al., 2015). Sendo
assim, a dose de 12,5 mg/kg foi selecionada para a investigacdo do mecanismo
de acéo antitumoral e da toxicidade de ACS03.

A angiogénese, processo de formagédo de novos vasos sanguineos a
partir de vasos pré-existentes, € uma caracteristica do desenvolvimento e
metastase de tumores, e é um alvo farmacologico importante para o tratamento
do cancer (BLOCH; HAREL, 2016; MA; WAXMAN, 2008). Os tumores solidos
precisam de um suprimento sanguineo para crescer além de alguns milimetros
de tamanho, e, para suprir essa necessidade, 0s tumores emitem sinais quimicos
que entdo estimulam a angiogénese (NISHIDA et al., 2006b). As terapias
antiangiogénicas visam interromper esses sinais e consequentemente bloquear
0 suprimento de nutrientes e oxigénio para o tumor, principalmente por meio do
bloqueio da sinalizacdo VEGF/VEGFR (RAMJIAWAN; GRIFFIOEN; DUDA,
2017).

Nesse estudo, os dados de avaliacdo da microdensidade vascular
revelaram aumento significativo no percentual de inibicdo da area vascular
peritoneal do grupo tratado com 0 ACS03. Assim, pode-se inferir que seus efeitos
antitumorais envolvem uma acao antiangiogénica. Esses dados corroboram o
resultado encontrado por Mangueira e colaboradores (2017) para o derivado
espiroacridinico ACS-AZ10, que também induziu uma diminuicdo da
microdensidade dos vasos peritumorais no mesmo modelo experimental. Além
disso, o0 resultado obtido nesse ensaio encoraja a realizacdo de estudos
adicionais, no intuito de caracterizar os possiveis alvos envolvidos com a inibigdo
da angiogénese pelo ACS03. Estudos também mostraram um derivado tiofénico
com potente atividade inibidora do crescimento e formacgéo de vasos (AHN et al.,
2004). Além disso, o derivado tiofénico SB-44 apresentou atividade
antiangiogénica na dose de 100 mg/kg, ressaltando a potente atividade
antiangiogénica do ACS03 na dose de 12,5 mg/kg (MOURA, 2016).

O cancer compreende células malignas envolvidas em uma complexa

rede de células estromais, incluindo células imunes, fibroblastos e vasos
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sanguineos. O estroma tumoral, fatores de crescimento e citocinas fornecem a
estrutura para células malignas e, importante, moldam o microambiente tumoral.
Assim, as interacbes estromais tumorais podem restringir ou promover o
crescimento do cancer, regulando a sobrevivéncia, a proliferacdo e a resposta
terapéutica das células tumorais (HINSHAW; SHEVDE, 2019; MCMILLIN;
NEGRI; MITSIADES, 2013).

Nesse contexto, diversas citocinas regulam varios aspectos do
crescimento do tumor (MITTAL et al.,, 2014). As citocinas sdo moléculas
mensageiras, secretadas por diversos tipos de células, que facilitam as
comunicacdes célula a célula e regulam predominantemente a homeostase,
imunidade e inflamacdo dos tecidos (GANSS, 2017). Por isso, o potencial
imunomodulador das citocinas tem sido explorado na terapia do cancer ha varias
décadas (GANSS, 2017). No presente estudo, ndo foi observado alteracdo nas
citocinas avaliadas (IL-1pB, IL-4, IL-12 e TNF-a) de animais tratados com ACSO03,
revelando que a atividade antitumoral de ACS03 n&o é modulada por essas
citocinas.

Como discutido anteriormente as espécies reativas de oxigénio tem um
papel importante na biologia do cancer e na atividade de quimioterapicos (YANG
et al., 2018). Na quantificacdo in vivo de ROS em camundongos transplantados
com CAE e tratados com ACSO03 por sete dias ndo foi observada nenhuma
alteracdo nos niveis de ROS, o que difere do achado in vitro em células HCT-
116. Visto que a capacidade antioxidante do ACS03 pode estar diretamente
relacionado a metoxila presente em sua estrutura, essa reducao da capacidade
antioxidante pode ocorrer devido a metabolizagdo do composto no organismo.
Reacdes como a O-desalquilagdo podem ocorrer durante o metabolismo de
ACS03 e causar a abstracdo do atomo de hidrogénio do radical metoxila,
gerando uma hidroxila, pela perda do grupamento alquilico (CH3). Como descrito
anteriormente a metoxila tem uma capacidade antioxidante maior que as
hidroxilas (SULPIZIO et al., 2016), porém essa modificacédo estrutural ndo altera
a atividade antitumoral do ACS03.

Porém, as células mantém a homeostase intracelular por meio da
atividade de um eficiente sistema antioxidante, incluindo catalase, superéxido

dismutase e glutationa peroxidase, por isso, € necessario avaliar a expressao e
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atividade dessas enzimas em camundongos transplantados com CAE e
submetidos ao tratamento com ACS03 (KUMARI et al., 2018).

Ainda no contexto da avaliacdo de fatores que podem afetar o
microambiente tumoral, foi investigado o papel de ACS03 nos niveis de nitrito,
que esta associado aos niveis de 6xido nitrico (NO). O NO é um gas de radical
livre, solavel em &agua, que desempenha um papel fundamental em varios
processos fisioldgicos e patologicos, incluindo no cancer. A literatura indica que
0 NO pode ter efeitos duplos no cancer (KORDE CHOUDHARI et al., 2013): em
baixa concentracdo, o NO causa progresséao do tumor de maneira antiapoptética,
pré-crescimento e pro-angiogénico. Por outro lado, em altas concentracdes, o
NO tem um papel potencial na terapia do cancer, inibindo a proliferacédo celular
e induzindo efeitos pro-apoptoticos e antiangiogénicos (HUERTA, 2015).

No modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich observou-se que o tratamento
com ACSO03 induziu um aumento significativo nos niveis de nitrito, que esta
associado ao aumento dos niveis de NO, sugerindo que 0 mecanismo de acéo
antitumoral de ACSO03 envolve os efeitos citotdéxicos do Oxido nitrico. Em altas
concentracdes, o NO tem um papel potencial na terapéutica do cancer. A sintese
de NO e a expressdo de NOS promovem propriedades antitumorigénicas por
modulacdo proapoptdética ativando proteases da familia caspase, regulacao
positiva da p53, alteracdo na expressao de proteinas associadas a apoptose,
supressao da sintese de DNA (KORDE CHOUDHARI et al., 2013). A sintese de
NO ou NOS é direcionada para tratamento anticancer usando inibidores de NOS
ou medicamento para deplecdo de arginina. As principais vias intermediarias
induzidas por NO ou NOS sé&o propostas para terapia combinada para melhorar
a eficacia terapéutica (SALIMIAN RIZI; ACHREJA; NAGRATH, 2017). Além
disso, alguns trabalhos mostram que doadores e precursores de NO quando
administrados in vitro e in vivo tém atividade antiangiogénica por meio da inibi¢cao
de fatores pro-angiogénicos, como o VEGF (CICCONE; MORBIDELLI, 2019;
YEH et al., 2010), porém, o mecanismo pelo qual o 6xido nitrico exerce efeito
antiangiogénico ainda nao foi bem esclarecido (CICCONE; MORBIDELLI, 2019;
YEH et al., 2010).

Farmacos anticancer exibem uma série de desvantagens, incluindo
efeitos colaterais indesejaveis que envolvem alta toxicidade para tecidos

saudaveis (EL-FAR et al., 2018). Diante disso, foi realizado também a
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investigacdo de possiveis efeitos tdéxicos do ACS03 (12,5 mg/kg) em modelo de
tumor de Ehrlich, apds o tratamento antitumoral de sete dias. Esse ensaio
permite avaliar os efeitos toxicos produzidos pelo acumulo da substancia no
organismo por meio de administragoes repetidas.

Inicialmente foi avaliado o consumo de 4gua, racdo e evolugéo ponderal,
com o intuito de investigar os indicios de toxicidade sistémica. O ACS03, assim
como o 5-FU, induziu diminuicdo no consumo de agua e racao e consequente
diminuicdo no peso corporal dos animais. Isso comumente ocorre com
quimioterapicos que provocam toxicidade em células do trato gastrointestinal e,
como consequéncia, induz perda de peso corporal (TONG; ISENRING; YATES,
2009)(DAVIDSON et al., 2012). Os derivados acridinicos AMTAC-07 e ACS-
AZ10 ndo induziram alteracdes nos parametros agua, racao e peso corporal dos
animais (MANGUEIRA et al., 2017; MOTA, 2019). Os dados de toxicidade para
o 5-FU corroboram os dados da literatura que mostram efeitos anoréticos, efeito
indesejavel comum para a maioria dos tratamentos anticancer (OLIVEIRA et al.,
2010).

Em seguida foi realizado a avaliacdo dos parametros bioquimicos dos
animais tratados com ACS03. No complexo mundo da terapia do cancer, a
administracdo de medicamentos intencionalmente projetados para serem
citotoxicos inevitavelmente causam efeitos adversos (GRIGORIAN; B. O’'BRIEN,
2014). Sendo o figado o principal local do metabolismo de muitos desses
medicamentos, anormalidades no funcionamento desse 6rgdo podem ser
observadas com o uso dos quimioterapicos e pode se apresentar de diferentes
maneiras.

Niveis séricos elevados de aminotransferases geralmente indicam lesédo
hepatica, mas ndo necessariamente refletem ou predizem hepatotoxicidade. A
aspartato aminotransferase (AST) € uma enzima presente nas mitocéndrias e no
citoplasma, enquanto a alanina aminotransferase (ALT) esta confinada ao
citoplasma (RICART, 2017). Essas enzimas foram avaliadas no presente
trabalho e foi observado que ACS03 néo alterou os niveis de AST e ALT em
camundongos com CAE tratados com ACSO03 por sete dias.

Esses resultados diferem dos encontrados para ACS-AZ10 que induziu
aumento significativo nos niveis de ALT (MANGUEIRA et al., 2017) e dos relatos
de hepatotoxicidade para derivados acridinicos (PAN et al., 2007). Nas analises
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histopatolégicas o controle transplantado com tumor de Ehrlich apresentou
algumas alteracbes, tais como: esteatose hepatica, congestdo vascular e
aumento na concentracado das células de kupffer, provavelmente decorrente da
implantag&o do tumor no camundongo. Nos animais tratados com ACS03 houve
a presencga de algumas ceélulas necroticas e de infiltrado inflamatério. De modo
geral, a arquitetura do figado de animais tratados com o ACS03 néo foi alterada,
corroborando com os dados bioquimicos, o que mostra que essas alteracdes
histopatoldgicas se caracterizam como um achado isolado e ndo sdo capazes
de causar alteracdes funcionais no figado desses animais. Algumas alteragcfes
histopatolégicas do figado também foram observadas com o tratamento de
camundongos com o ACS-AZ como acumulo de lipideos citoplasmaticos
caracteristico de esteatose hepatica e processos degenerativos (MANGUEIRA,
2019). Alteracdes desse tipo sdo descritas para algumas drogas antineoplasicas,
a exemplo do tamoxifeno (LEAL et al., 2018). J4 o AMTAC-17 ndo apresentou
alteracdes histopatoldgicas significativas no figado, porém mostrou reducéo em
ALT e AST (MOTA, 2019). O derivado acrdinico ACMD néo alterou a atividade
de ALT e AST e provocou poucas alteracfes histopatoldgicas e de natureza
reversivel, como esteatose micro e macrogoticular (SOUSA, 2019). Ja o derivado
tiofénico SB-44 ndo apresentou alteracbes nas enzimas e histopatologia do
figado (MOURA, 2016).

Apesar das melhorias drasticas na sobrevida dos pacientes e na
tolerabilidade aos medicamentos, a nefrotoxicidade continua sendo uma
complicacéo importante da quimioterapia (PERAZELLA, 2012). Os rins também
sdo a principal via de eliminacdo de muitos medicamentos antineoplasicos e
seus metabdlitos, e o comprometimento renal pode resultar em excrec¢éo tardia
de medicamentos quimioterapicos e aumento da toxicidade sistémica
(MALYSZKO et al., 2016). Inidmeros agentes quimioterpicos tém sido
associados a varias alteracdes renais, incluindo dano tubulointersticial, doenga
glomerular, anormalidades eletroliticas, hipertensdo e  proteinuria
(GLEZERMAN; JAIMES, 2016).

Nesse contexto, para avaliar a fungéo renal induzida por novos candidatos
a drogas, a dosagem sérica de ureia pode ser usada como um indicador da
funcao tubular renal, enquanto que dosagem de creatinina sérica pode ser usada

para verificar a funcéo glomerular (SOARES et al., 2012). O n&do aparecimento
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de alteracBes nos niveis séricos de ureia e creatinina apés tratamento de sete
dias com ACSO03 permite sugerir que este derivado acridinico ndo alterou a
funcdo renal dos animais, resultado este que foi confirmado pela auséncia de
quaisquer alteracbes na avaliacao histolégica dos rins em relacdo ao grupo
controle de animais transplantados com CAE. Dados da literatura mostram que
a m-AMSA e os derivados acridinicos AMTAC-17 e ACS-AZ10 também nao
apresentaram toxicidade renal, o que corrobora os dados apresentados para
ACS03 (RIVERA et al., 1980)(MANGUEIRA, 2019; MOTA, 2019). J& o derivado
acridinico ACMD apresentou toxicidade renal com alteracdo em uréia e
creatinina além de alteracdes histopatoldgicas (SOUSA, 2019). Em
contrapartida, O derivado tiofénico SB-44 ndo apresentou alteracées nos niveis
de ureia e creatinina (MOURA, 2016).

Devido a toxicidade aos tecidos com elevado indice mitético, a toxicidade
hematoldgica é observada como efeito adverso da maioria dos antioneoplasicos
(OUYANG; PENG; DHAKAL, 2013). Por isso, o tratamento anticancer pode
induzir a diminui¢cdo na producéo de glébulos vermelhos (anemia), na producéo
de globulos brancos (neutropenia ou granulocitopenia) e na producao de
plaguetas (trombocitopenia), que podem ser fatais para o individuo acometido
com a doenca.

Ao contrario da maioria dos agentes anticancer (STEGER; HAUTMANN;
KOLBL, 2012), ACS03 nio provocou alteragdo em nenhum dos parametros
hematolégicos dos animais tratados. O mesmo foi observado para o derivado
acridinico AMTAC-17 que causou apenas um aumento de globulos vermelhos
seguido de um aumento de hematdcrito (MOTA, 2019). Em contrapartida, o
derivado acridinico ACS-AZ10 induziu alteracdes em neutréfilos e linfécitos,
porém isso foi considerado sem significancia clinica relevante (MANGUEIRA et
al., 2017). Ja o derivado acridinico ACMD causou reducdo da concentragéo de
hemoglobina e, consequentemente, de hematdcrito, 0 que é sugestivo de
anemia (SOUSA, 2019). O derivado tiofénico SB-44 também causou reducao da
hemoglobina, porém néo alterou nenhum outro parametro hematoldgico avaliado
(MOURA, 2016).

Esse trabalho apresenta, pela primeira vez na literatura, um conjunto de
dados que permitem inferir a atividade antitumoral de um derivado hibrido
tiofénico-acridinico, além de sua baixa toxicidade, mostrando que o ACS03 € um
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novo candidato a farmaco antitumoral. Esses resultados encorajam a realizagédo
de testes nao-clinicos adicionais na perspectiva de contribuir com o estudo de

novos candidatos a farmacos antitumorais.
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7 CONCLUSAO

Com base nos estudos realizados, pode-se concluir que o hibrido 2 - ((6-
Cloro-2-metoxiacridina-9-il) amino) -5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta [b] -
tiofeno-3-carbonitrila (ACS03) apresentou:

* Atividade antitumoral in vitro na linhagem HCT-116 por interferir na
progressao do ciclo celular, promover morte celular por apoptose e ter

capacidade antioxidante;

» Baixa toxicidade contra células ndo tumorais (PBMC, HaCat e L929);

+ Baixa toxicidade aguda em embrides e larvas de peixe-zebra;

» Alteracfes na atividade enzimatica de larvas de peixe-zebra;

+ Baixa toxicidade aguda (i.p.) em camundongos;

+ Baixa genotoxicidade em camundongos;

» Atividade antitumoral in vivo em modelo de CAE, por aumentar niveis de

NO e exercer efeitos antiangiogénicos;

+ Baixa toxicidade em CAE considerando parametros bioquimicos,

hematoldgicos e histolégicos.
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ANEXOS

ANEXO A - Certiddo da Comissdo de Etica no Uso de Animais para

camundongos Swiss (Mus musculus)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado ““Investigacdo da atividade antitumoral de novos
derivados hibridos tiofénicos-acridinicos em linhagem de carcinoma ascitico de Ehrlich em
camundongos Swiss”, protocolo n2 093/2017 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra.
Marianna Vieira Sobral — que envolve a producio, manutengio e/ou a utilizac8o de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado
pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB)

em reunido de 05 de outubro de 2017.

Vigéncia do Projeto 2017 - 2021
Espécie/linhagem Camundongo Swiss (Mus musculus)
Numero de animais 474 animais
Idade/peso 6— 8 semanas/ 25-32g
Sexo Fémeas
Origem Unidade de Producdo Animal (UPA) do IPeFarM - UFPB

AN ey
|/ v/ YT
N 1.2/\_,?‘
Profa. Dra. Islania Giselia Albuquerque Gongalves
Coordenadora da CEUA-UFPB

CEUA-UFPB — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb.br — Site: www.ufpb.br/ceua
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ANEXO B - Certiddo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais para peixe-

zebra (Danio rerio)

Universidade Comisséio de Etica no /°
Federal da Uso de Animais
Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DA TOXICIDADE DE NOVOS ANALOGOS SINTETICOS PIPERIDINICOS,
QUINOLINICOS E ACRIDINICOS EM MODELO DE PEIXE-ZEBRA (Danio rerio) *, protocolada sob o CEUA n® 5900310718 (o ooos4a), sob a
responsabilidade de Marianna Vieira Seobral e equipe; Davi Felipe Farias; Rafael Carlos Ferreira - gue envolve a producao,
manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 06/09/2018.

We certify that the proposal "EVALUATION OF TOXICITY OF NEW SYNTHETIC PIPERIDINIC, QUINOLINIC AND ACRIDINE ANALOGS IN
PEIXE-ZEBRA MODEL (Danio rerio)”, utilizing 2400 Fishes (males and females), protocol number CEUA 5900310718 (o cooase), under
the responsibility of Marianna Vieira Sobral and team; Davi Felipe Farias; Rafael Carlos Ferreira - which involves the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the Mational Council for Contral of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 09/06/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 09/2018 a 09/2021 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Producdo de Organismos Modelo Nao Convencionais (UniPOM)

Espécie:  Peixes sexo: Machos e Fémeas  idade: 1 a3 horas N: 2400
Linhagem: Danio rerio Peso: 0alaqg

Local do experimento: Laboratdrio de Avaliacido de Risco de Novas Tecnologias (LabRisco). Este laboratdrio divide o espaco
experimental com a UniPOM.

Jodo Pessoa, 28 de dezembro de 2018

/

P i ] i. 0 _'rtl ‘.1 |
Profa. Dra. Islania Gisela Albuguergque Gongalves Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
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ANEXO C - Parecer da Comisséo de Etica em Pesquisa para PBMC

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE Wm
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: ESTUDO DA TOXICIDADE DE PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS BIOATIVOS
EM CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO (PBMC) DE
VOLUNTARIOS SADIOS

Pesquisador: MARIANNA VIEIRA SOBRAL CASTELLO BRANCO
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 22986519.0.0000.5188

Instituigao Proponente: Centro De Ciéncias da Sadde

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DA NOTIFICAGAOD

Tipo de Notificagao: Envio de Relatdrio Parcial

Detalhe:

Justificativa: O relatorio é referente aos dados do trabalho "Toxicidade e atividade antitumoral de
Data do Envio: 28/11/2019

Situagao da Netificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.760.437

Apresentagao da Notificagdo:
Bem apresentada

Objetivo da Notificagao:

Bem definido

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Realizada

Comentarios e Consideragdes sobre a Notificagio:
Esta de acordo com as normas vigentes

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Apresentou documento de recepcao do relatério pelo Laboratono de Oncofarmacologia (OncoFar)

Endereco: UNIVERSITARIO 3/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53.051-900
UF: PB Municipio: JOAD PESSOA
Telefone: (33)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs. ufpb br

Pagina 01 de 02
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE wﬂl“
FEDERAL DA PARAIBA

Confinuagdo do Parecer: 3.760.437

do Programa de Pos-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos.

Recomendagdes:

nenhum

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O relatdrio parcial desta parte do projeto & valido e esta aprovado

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Envio de Relatério |DECLARACAO_PPgPNSB.PDF 28/11/2019 |MARIANNA VIEIRA | Postado
Parcial 19:18:26 |SOBRAL CASTELLO

BRANCO
Envio de Relatério |RELATCORIO_PARCIAL_PBMC_CEP_2| 28/11/2019 |MARIANNA VIEIRA | Postado
Parcial 019.pdf 19:18:57 |SOBRAL CASTELLO
BRANCO

Situagio do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

JOAO PESSOA, 11 de Dezembro de 2019

Assinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa
(Coordenador(a))

Enderego: UNIVERSITARIO S/N

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAD PESSOA
Telefone: (33)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedestica@ccs.ufpb.br

Pagina 02 de 02
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ANEXO D - Fluxograma de realizacao do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de 300 mg/kg

5mg/kg
3 animals

50ma/kg 300mag/kg
3 animals 3 animals

2000mg/kg
3 animals

amg/kg 50mgrkg 300mg/kg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
23 23 0-1 23 01 <P,
h 4 h
GHS Category 2 Category 3 Category 4 Category 5 Category 5 or
:-M > 5.50 I > 50-300 I > 300 - 2000 I > 2000 - 5000 Unclassified

3(at 300)

L 0
at 1% step

B{at 50)
t 1% step

LD50 cut-off
mip'kg bow.

- per step three animals of a single sex [ normally females | are used - o - unclassified
-012.3: Number of moribund or dead animals at each step - Te-t:,ting at 5000 mg/kg bow.: see Annex 3
- GHS: Globally Harmonized Classification System (mgfhkg bow.)
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Apéndice
APENDICE A - Artigos Publicados durante o Doutorado

Journal of Experimental Marine Biology and Ecology 486 (2017) 22-31

Contents lists available at ScienceDirect
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Journal of Experimental Marine Biology and Ecology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jembe

Effects of salinity on the immune system cells of the tropical sea urchin
Echinometra lucunter

@ CrossMark

Thais Bezerra Mangeon Honorato ?, Raianna Boni ?, Patricia Mirella da Silva ", Luis Fernando Marques-Santos **

# Iohoratirio de Biologio Celular e do Desenvobvimento [ LABIDY, Departam enito de Biologia Molecular, Universidede Federal da Poraibe, joio Pessoa, Paraiba Brazil
B Laboradrio de fmunologia ¢ Paologia de hivertebrados (LABIPY), Departaments de Biolagia Molecular, Universid ade Federal da Paraiba, jodo Pesos, Paraiba, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 28 February 2016

Received in revised form 20 September 2016
Accepted 23 September 2016

Available online oo

Human adivities have caused climate changes and altered the salinity of the oceans. The red uction of the salinity
is one of the factors that may limit the distribution and the survival of marine organisms. Coelomocytes are the
immune system cells of the echinoderms and have been studied as biomarkers of stress. The aim of the present
study was to investigate the effect of the salinity on the immune system cells of the tropical sea urchin
Echinometra licunter. Animals were collected in jodo Pessoacoast ( Braziian Northeast). Animalsor coelomocoytes
were exposed to different salinities (25, 35, 45) from 4 to 24 h. Phagocytic parameters, production of reactive ox-

g:ﬁ:’:‘;d‘ yeen species (ROS), mitnchond rial activity and ABC transporter activity were analyzed. The phagocytic parame-
Sea urchin ters did not change when animak or cells were exposed t a salinity of 25 or 45 inany time intervals monitored.
Immune system However, the melomocytes concentration increased when animals were exposed to the lower salinity. The levels
Phagocytosis of ROS were higherw hencells were incubated at a salinity of 25 but lower when cells were kept at a salinity of 45,
ROS It wasohbserved the loss of the mitochondrial inner membrane potential when coelomocytes were incubated at a
ABC transporter salinity of 45. The activity of ABC transporters decreased when cells were incubated at the lowest salinity and in-

creased when cells were incubated at the highest salinity tested. The present work shows that the immune sys-
tem of the tropical sea urchins Ei lucunter tolerates salinity changes from 25 to 45, and suggests two cellular
parameters | ROS levels and ABC transporters activity) as potential biomarkers for the monitoring of the impact

of environmental salinity changes.

D 2016 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Deuterostome invertebrates have developed a variety of immune re-
sponses against foreign pathogens and molecules (Gross etal, 1999).
The genomic sequencing of the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus
revealed that these animals have a robust immune system which is
comprised by a vast repertoire of genes involved in the innate recogni-
tion of pathogen molecules (Sodergren et al, 2006). The main mecha-
nisms of immune defense against infectious agents used by the most
of the invertebrates are: a) synthesis and secretion of proteins/mole-
cules with recognition, neutralizing or lytic activity, which participate
in nod ule formation; b) enca psulation, phagocytosis of foreign particles
and cell lysis (Cervello et al, 1996; Gerardi et al., 1990; Li et al,, 2014;
Loker et al., 2004; Majeske et al., 2013; Stabili et al., 1996; Tahseen,
2009).

Abbreviations ROS, reactive axygen s pedes; FSW, filtered seawater; ASW, artificial
seawater; ML, mean of fluorescence intensity; 1B, latex beads; MK, MK-571; Rewv,
reversin 205; AV, mitochond dal inner membrane potential

* Corresponding author at: Departamento de Biologia Molecular, Universidade Federal
da Paraiba, Campus |, Gdade Universitina, CEP: 58051-900, Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil.

E-mail address: margques@fufpbbe (LF, Marques-Santos ).

hitp:fdxdoi.org/10.101 6/} jembe 2016.09.012
0022-0981/% 2016 Esevier BV. All rights reserved

In echinoderms, the immune response is divided into humoral (me-
diated by molecules present in the body fluids) and cellular (cell medi-
ated). The cells responsible for the innate immunity are known as
coelomocytes. The coelomocytes are found in the coelomic perivisceral
cavity, vascular water system, circulatory system, connective tissue and
the tissues of various organs (Tahseen, 2009); and consist of four sub-
populations: phagocytes; vibratile cells; red spherule cells and colorless
spherule cells (Johnson, 1969). The phagocytes are involved in cell mi-
gration and phagocytosis, and represent the major subpopulation of
coelomocytes. Phagocytosis is a mechanism in which immune cells mi-
grate to the infected site, recognize, ingest and destroy the foreign par-
ticle ( inert or alive) and is the main immune defense mechanism of the
marine invertebrates (Ellis et al, 2011). Several phagocytic receptors,
such as Toll-like receptors and scavengers receptors, are responsible
for the phagocytic process in the specialized cells (Aderem and
Underhill, 1999). Itis estimated that about4 to 5% of the genes in the ge-
nome of 5. purpuratus are directly involved with the immune system
(Hibino et al., 2006).

The production of reactive oxyzen species (ROS) is a cellular process
associated with phagocytosis and the response to the stress | Buggé et
al., 2007; Coteur, 2004; Forman and Torres, 2002; Lesser, 2006). The re-
active axygen species are produced during phagocytosis to destroy the
internalized particles (Forman and Torres, 2002). The process begins
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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, fumor 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-trime thoxybenzylidene Jamino)-1",5"-dihy dro-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. LDs5 (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 Thl cytokine
profile levels (IL-18, TNF-«, and 11-12). 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 Thl profile and a reduction of tumor angiogenesis.

Keywords: spiro-acridine compound; angiogenesis; antitumor activity; immune response
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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)Jamino}-5,6,7,8-tetrahy dro-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), HelLa (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 pM).
In zebrafish embryos, AC503 induced an increase in lactate dehydrogenase, glutathione S5-transferase,
and acetylcholinesterase activities. The LD50 (lethal dose 50%) value in mice was estimated to
be higher than 5000 mg/kg (intraperitoneally). In vive, AC503 (12.5 mg/kg) induced a significant
reduction in tumor volume and cell viability. In vive 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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