UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS
BIOATIVOS

VALGRICIA MATIAS DE SOUSA

Potencial antitumoral e toxicidade do (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-
0x0-1’5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (AMTAC-19), um

novo derivado espiro-acridinico

JOAO PESSOA - PB
2020



VALGRICIA MATIAS DE SOUSA

Potencial antitumoral e toxicidade do (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-
0x0-1’5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (AMTAC-19), um

novo derivado espiro-acridinico

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em  Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos, do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal da Paraiba, para
obtencdo do titulo de mestra em
Produtos  Naturais e  Sintéticos
Bioativos, Area de concentracao:
FARMACOLOGIA

ORIENTADOR:

Prof. Dr. Hemerson lury Ferreira Magalhaes

JOAO PESSOA - PB
2020



Catalogacdo na Publicagio
Segdo de Catalogacio e Classificacdo

S725p  Sousa, Valgricia Matias de.

Potencial antitumoral e toxicidade do (E)-1'<{(4-bromo-
benzilidenoJamino)5'-oxo-1'5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-
pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-19), um novo derivado espiro-
acridinico / Valgricia Matias de Sousa. - Jodo Pessoa, 2020,

90 f. - il.

Orientacdo: Hemerson Iury Ferreira Magalhdes.
Dissertacgdo (Mestrado) - UFPB/CCS.

1. Farmacologia. 2. Compostos espiro-acridinicos.
3. Auvidade antitumoral. 5. Citotoxicidade. 1. Magalhdes,
Hemerson lury Ferreira. I1. Titulo.

UFPB/BC CDU 615







Aos meus pais, José Agricio de Sousa Filho e Josivalda
Matias de Sousa, por todo incentivo, amor e carinho

em todos os momentos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelas béncéaos recebidas, sonhos e conquistas alcancados, e por sua
fidelidade e amor, sempre estando ao meu lado me conduzindo pelos melhores

caminhos.

Aos meus pais, José Agricio Filho e Josivalda Sousa, que sonharam o0 meu
sonho, e por serem meus alicerces, e inspiracdo de fé e sabedoria. Obrigada por todos
0S ensinamentos, que me fizeram querer ser uma pessoa melhor, e por compreender
e apoiar minhas escolhas, sempre ao meu lado nos momentos mais dificeis, sendo

meu consolo e porto seguro. Agradeco a Deus por ter me concebido pais

maravilhosos.

Aos meus irmaos, Adiel Agricio e Agricio Neto,que sempre estiveram ao meu
lado nas conquistas e nas dificuldades. Pela amizade e unido, por todas as palavras
de carinho e pelo apoio diario. Obrigada por serem meus melhores amigos para todas

as horas.

Aos meus avos, Maria do Livramento e Agricio Souza (in memorian), Joana
Maia e Pedro Maia (in memorian), por me ensinarem que a felicidade esta nas coisas
mais simples da vida, nos pequenos gestos de amor e atencdo. Obrigado pelos

conselhos e pelas oracgdes.

A minha familia como um todo por estar sempre presente em todos 0s meus

momentos.

Ao meu “Grupinho”, Alzimary, Bianca, Nayara, Namibia e Thaynara, por
serem muito mais que amigas, irmas, uma apoiando a outra em todos 0s momentos.

Sou grata a Deus pela vida de cada uma, e por tornarem meus dias mais felizes.

Ao meu orientador, Dr. Hemerson lury Ferreira Magalhdes por todos os

ensinamentos passados, pela paciéncia e dedicacéao.

A professora Dra. Marianna Vieira Sobral por todo apoio e incentivo diario, e
por toda contribuicdo de conhecimentos compartilhados e pelas discussées

enriquecedoras ao longo do mestrado.



Ao professor Ricardo pelo fornecimento da molécula para ser testada no

mestrado.

Aos professores Reinaldo Nobrega de Almeida e Hilzeth de Luna Freire

Pesséa pela disponibilidade e gentileza de participar da avaliagao deste trabalho.

Aos meus amigos da poés-graduacdo do Laboratério de Oncofarmacologia
(OncoFar), Rafael, Rawny, Camyla, Ana Luiza, Sdmia, Thais, Renata e Ana Paula
pelo apoio, torcida e forca nos momentos dificeis, e por estarem sempre ao meu lado
durante essa trajetéria. E em especial, a minha amiga Daiana por todos os
ensinamentos, pelo carinho e amizade, e por ter me acolhido tdo bem. Agradeco
também, ao Professor Dr. Juan Carlos Gomes Goncalves e aos alunos de iniciacdo

cientifica, Paulo Bruno, Moisés, Ramon, Junior e Karine, pela torcida e incentivo!

A minha turma de mestrado do Programa de P6s-Graduacdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), pelos dialogos e conhecimentos

partilhados durante esse periodo.

As minhas amigas Gleice e Marina pela amizade, carinho e risadas, e por toda
paciéncia e companheirismo durante os estudos, obrigada por estarem sempre

comigo!

Aos professores do PPgPNSB, que me instruiram com dedicacdo todos os

conhecimentos durante o mestrado. Obrigado por serem exemplos de profissionais.
Ao funcionario Seu Josué pela torcida e carinho constante!

A todos os funcionarios do IPeFarM e as secretarias da Pds-graduacéo

Caroline e Nilmar pelo apoio e servigcos prestados.
A Fatima do Laboratorio Cardiovascular pela disponibilidade e ajuda.

A Universidade Federal da Paraiba, pela contribuicio no meu

desenvolvimento profissional.
A CAPES pelo apoio financeiro.

E a todos que contribuiram direta ou indiretamente na realizacdo deste

trabalho.

Valgricia Sousa



SOUSA, V. M. Potencial antitumoral do (E)-1'-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (AMTAC-19), um novo derivado
espiro-acridinico 2020. 90 f. Dissertacado (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos) — UFPB/ CCS, Joao Pessoa.

RESUMO

O céancer é um termo utilizado para definir um grupo de doencas caracterizadas pela
proliferacdo descontrolada de células transformadas, provenientes do acumulo
progressivo de alteracfes geneticas e epigenéticas. Diversos problemas na terapia do
cancer, como desenvolvimento de resisténcia ao tratamento e alta toxicidade,
impulsionam a busca por novos farmacos. Nesse contexto, destacam-se 0Ss
compostos acridinicos que apresentam relatos de atividade antitumoral associada,
principalmente, a intercalacdo no DNA e inibicdo de topoisomerases. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a citotoxicidade de derivados espiro-acridinicos em células
tumorais e nao tumorais, bem como os possiveis mecanismos de acao do composto
mais promissor, na linhagem tumoral mais sensivel. A citotoxicidade dos compostos
foi avaliada pelo ensaio de reducéao do MTT em linhagens de células tumorais (HCT-
116, MCF-7, HelLa, PC-3 e SK-MEL-28) e nao tumorais (HaCat e L929), bem como
em células mononucleares de sangue periférico (PBMC). O 5'-o0xo-1'-((4-(piperidina-
1-il) benzilideno)amino)-1',5'- dihidro-10H-espiro[acridina- 9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila
(AMTAC-23) induziu o menor percentual de inibicdo do crescimento em células
tumorais PC-3 (0 £ 0,85%), e em células ndo tumorais L929 (11,93 + 1,91%). O
composto mais citotoxico foi o (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-
10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (AMTAC-19), que inibiu o0 crescimento
de células de carcinoma colorretal HCT-116 em 88,56 + 0,58%, e de células n&o
tumorais L929 em 70,42 + 1,74%. A concentracdo que inibe 50% do crescimento
celular (Clsp) foi de 10,35 + 1,66 uM em células HCT-116, € 4,89 £ 1,18 uM em PBMC,
apos tratamento de 72 horas com AMTAC-19. A analise do indice de seletividade
mostrou que este acridinico apresenta um efeito mais seletivo em células HCT-116,
guando comparado com a droga padrao doxorrubicina. Na sequéncia, foram avaliados
os efeitos de AMTAC-19 sobre o ciclo celular, a inducao de apoptose e a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), nas concentracdes de 10 ou 20 uM, apos 48
horas de tratamento. AMTAC-19 induziu aumento significativo do pico sub-G1
(p<0,05), que esta associado a apoptose, bem como parada nas fases S e G2/M
(p<0,05), impedindo a sintese do material genético e a multiplicacdo celular. Foi
observado aumento da marcacdo com anexina V e iodeto propideo (p<0,05), o que é
indicativo de morte celular por apoptose. Alteracbes morfolégicas caracteristicas de
apoptose foram observadas apos tratamento com AMTAC-19 por meio de analise em
microscopia confocal a laser utilizando laranja de acridina e iodeto de propideo. Tais
alteracoes incluiram a presenca de blebs de membrana, fragmentacdo do DNA e
condensacao da cromatina, o que confirma a presenca de células apoptéticas. Além
disso, AMTAC-19 reduziu a producéo de espécies reativas de oxigénio (p<0,05) em
células HCT-116, o que sugere que o efeito antioxidante € parte do mecanismo de
acao antitumoral do composto. Os dados apresentados indicam que AMTAC-19 induz
atividade antitumoral em células HCT-116 por interferir na progresséao do ciclo celular
e induzir apoptose e efeito antioxidante.

Palavras-chave: Compostos acridinicos. Compostos espiro-acridinicos, Carcinoma
colorretal humano. Atividade antitumoral. Citotoxicidade. Apoptose.



SOUSA, V. M. Antitumor potential of (E) -1 - ((4-bromo-benzylidene) amino) 5'-ox0-1'5'-
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ABSTRACT

Cancer is a term used to define a group of diseases characterized by the uncontrolled
proliferation of transformed cells, resulting from the progressive accumulation of
genetic and epigenetic changes. Several problems in cancer therapy, such as the
development of resistance to treatment and high toxicity, drive the search for new
drugs. In this context, acridine compounds that have reports of antitumor activity,
mainly associated with DNA intercalation and inhibition of topoisomerases, stand out.
The objective of this work was to evaluate the cytotoxicity of spiro-acridine derivatives
in tumor and non-tumor cells, as well as the possible mechanisms of action of the most
promising compound, in the most sensitive tumor line. The cytotoxicity of the
compounds was evaluated by the MTT reduction assay in tumor cell lines (HCT-116,
MCF-7, HelLa, PC-3 and SK-MEL-28) and non-tumor cells (HaCat and L929), as well
as in peripheral blood mononuclear cells (PBMC). 5'-oxo-1 '- ((4- (piperidine-1-yl)
benzylidene) amino) -1', 5'-dihydro-10H-spiro [acridine-9,2'-pyrrole] -4'- carbonitrile
(AMTAC-23) induced the lowest percentage of growth inhibition in PC-3 tumor cells (0
+ 0.85%), and in non-tumoral L929 cells (11.93 + 1.91%). The most cytotoxic
compound was (E) -1 - ((4-bromo-benzylidene) amino) 5'-o0xo-1'5'-dihydro-10H-spiro
[acridine-9,2'-pyrrole] -4 -carbonitrile (AMTAC-19), which inhibited the growth of HCT-
116 colorectal carcinoma cells by 88.56 + 0.58%, and of non-tumoral L929 cells by
70.42 + 1.74%. The concentration that inhibits 50% of cell growth (Clso) was 10.35 +
1.66 uM in HCT-116 cells, and 4.89 + 1.18 uM in PBMC, after 72 hours of treatment
with AMTAC-19. The analysis of the selectivity index showed that this acridine has a
more selective effect on HCT-116 cells, when compared to the standard drug
doxorubicin. Then, the effects of AMTAC-19 on the cell cycle, the induction of
apoptosis and the production of reactive oxygen species (ROSs), in concentrations of
10 or 20 uM, were evaluated after 48 hours of treatment. AMTAC-19 induced a
significant increase in the sub-G1 peak (p <0.05), which is associated with apoptosis,
as well as stopping in phases S and G2 / M (p <0.05), preventing the synthesis of
genetic material and cell multiplication. An increase in staining with annexin V and
propidium iodide (p <0.05) was observed, which is indicative of cell death due to
apoptosis. Characteristic morphological changes of apoptosis were observed after
treatment with AMTAC-19 by means of laser confocal microscopy analysis using
acridine orange and propidium iodide. Such changes included the presence of
membrane blebs, DNA fragmentation and chromatin condensation, which confirms the
presence of apoptotic cells. In addition, AMTAC-19 reduced the production of reactive
oxygen species (p <0.05) in HCT-116 cells, which suggests that the antioxidant effect
is part of the compound's anti-tumor mechanism of action. The data presented indicate
that AMTAC-19 induces antitumor activity in HCT-116 cells by interfering with the
progression of the cell cycle and inducing apoptosis and antioxidant effect.

Keywords: Acridinic compounds. Spiro-acridine compounds, Human colorectal
carcinoma. Antitumor activity. Cytotoxicity. Apoptosis
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1 INTRODUCAO

O cancer é caraterizado especialmente pela producdo rapida de células
transformadas, provenientes do acumulo progressivo de alteracbes genéticas e
epigenéticas. Tais alteracdes produzem modificacdo na expressdo ou funcédo de
genes-chave para a manutengdo da homeostasia celular, levando a transformagéo
progressiva de células normais em derivados malignos, que passam a ndo mais
responder aos sinais de controle de proliferacéo, diferenciacado e morte celular (TAN;
LE, 2018). No céancer, as células tumorais compartilham véarias caracteristicas, dentre
estas, a proliferacao sustentada, a resisténcia a apoptose e propriedades de invasao
e metastase (HANAHAN, 2014).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que a incidéncia
global do cancer aumenta constantemente, sendo considerada a segunda causa de
morte no mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares (YASHIN;
STALLARD; LAND, 2016).

Em relacdo ao tratamento, varias alternativas podem ser utilizadas, como
cirurgia, imunoterapia, terapia alvo, quimioterapia e radioterapia, podendo ser
utilizadas isoladamente ou em combinacdo (PAJUELO-LOZANO et al., 2018). Essas
terapias convencionais sdo muitas vezes ineficazes na cura da doenca, especialmente
pelo desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais, além de
produzirem efeitos indesejaveis graves, que compilam para uma série de limitacbes
frequentemente observadas no tratamento dessa doenca (GAO et al., 2014). Dessa
forma, a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos antineoplasicos com
maior eficiéncia e menor toxicidade sdo crescentes no mundo inteiro.

Dentro das possibilidades de novos compostos com potencial anticancer se
inserem as acridinas, que sdo compostos aromaticos policiclicos com estrutura planar
(GOUVEIA et al., 2018). Esses compostos sdo formados por dois anéis fundidos a um
anel de piridina em uma posicao central, conhecido por denominacdes como:
dibenzo-piridina, 10-azaantraceno, 2,3-dibenzoquinolina, 2,3,4,6-dibenzopiridina,
entre outras (SCHMIDT; LIU, 2015).

Os derivados acridinicos sdo compostos promissores no tratamento do cancer,
seu mecanismo de acao envolve a intercalacdo entre os pares de bases de acidos

nucleicos no DNA de fita dupla em virtude da sua estrutura planar (GAO et al., 2015),
18



e, ainda, a inibicdo das enzimas topoisomerases, interferindo nas suas funcdes
celulares (ALMEIDA et al., 2016; FELIP-LEON et al., 2018). A amsacrina (m-AMSA) é
o derivado acridinico mais conhecido e utilizado na clinica por exercer atividade contra
leucemias e linfomas (DE ALMEIDA et al., 2017; SALEM et al., 2017).

Vislumbrando o potencial farmacologico de derivados acridinicos no tratamento
do cancer, e na busca por compostos mais efetivos e mais seletivos para as células
tumorais, foram sintetizadas diferentes moléculas com alteragdes estruturais na
molécula de acridina (ZHOU et al., 2018). Nesse sentido, a sintese de derivados
acridinicos permitiu a caracterizacao de diferentes compostos, dentre estes, o (E)-1'-
((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10H-espiro  [acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila (AMTAC-19), o qual ndo possui relatos na literatura de descri¢cdo quimica
ou de atividade bioldgica.

Diante desse contexto, o presente trabalho objetiva contribuir para a pesquisa
cientifica no que se refere a investigacado dos efeitos do AMTAC-19, um derivado
acridinico inédito, por meio da avaliagdo da citotoxicidade em células tumorais e ndo
tumorais, investigando o0s possiveis mecanismos de acdo dessa molécula,
relacionado com seu efeito no ciclo celular, na producdo de espécies reativas de

oxigénio e na inducdo de apoptose.
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Fundamentacdo Tedrica



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

As células, unidades estruturais e funcionais dos seres vivos, proliferam por
meio de mitoses para formar os tecidos de maneira gradual. A regulacdo e a
homeostasia da proliferacdo celular ocorre por meio do gerenciamento na producao
de fatores promotores ou inibidores do crescimento, necessarios para obter um
controle eficiente no nimero de células, na arquitetura e na funcado dos tecidos
(MANASA; KANNAN, 2017). Além disso, a homeostasia da proliferagdo celular é
essencial para garantir a regulacdo de respostas imunes e o0 reparo tecidual,
respondendo as necessidades especificas do organismo (WANG et al., 2016; YANG
et al., 2017).

Em contrapartida, as células que sofrem alteracdes genéticas (como quebra da
dupla fita e substituicdo ou delecdo de uma ou mais bases) e/ou epigenéticas (como
metilacéo, acetilacdo ou fosforilacdo e modificacbes nas histonas) apresentam uma
desregulacéo na integridade gendmica, e ativam constitutivamente vias de sinalizacao
envolvidas na tumorigénese (SEVER; BRUGGE, 2015). Isso permite as células
escaparem da homeostase e dos controles que normalmente suprimem a proliferacao
desordenada e inibem a sobrevivéncia de células modificadas (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Essas vias controlam o crescimento celular, motilidade,
metabolismo celular, morte celular e microambiente tumoral (HISADA; MACKMAN,
2019).

A desregulacéo da sinalizacao celular permite a proliferacéo e crescimento de
células indiferenciadas que associadas a mutacdes leva ao processo de alteracdes
morfoldgicas, que permite que as células adquiram caracteristicas especificas que as
diferem das celulas saudaveis, transformando em células especializadas designidas
de tumor, que pode ser classificado como benigno ou maligno (TODORIC; KARIN,
2019).

Ambos os tipos de tumores perdem a capacidade de diferenciacao celular,
estrutural e funcional possibilitando a distincdo das células normais (ROBERTSON,
2014). Os tumores benignos e malignos envolvem mutacdes nos oncogenes (Ras) e
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nos genes supressores tumorais (p53) que permitem o desenvolvimento exacerbado
e ilimitado de células (DOELLO, 2018).

Nos tumores benignos, essas alteracées geralmente promovem progressao e
proliferacdo de células, formando uma massa com morfologia semelhante a do tecido
de origem, de crescimento lento e com organizacao celular. Apesar de ndo invadirem
os tecidos vizinhos, podem comprimir os 6rgaos e tecidos adjacentes (YASMIN et al.,
2015). Sao exemplos de tumores benignos, os lipomas, os miomas e os adenomas,
gue tem origem no tecido adiposo, no musculo liso do miométrio e em glandulas,
respectivamente (KOGURE et al., 2017).

Por outro lado, os tumores malignos apresentam morfologia anormal em
comparacdo ao tecido de origem, sdo de crescimento rapido, possuem
desorganizacao celular e a capacidade de se disseminar pela corrente sanguinea ou
linfatica, invadindo os tecidos adjacentes ou distantes, em uma sequéncia de eventos
denominado de metastase (DE LA HOZ POLO et al., 2017).

Os tumores malignos, ou cancer, podem ser classificados de acordo com seu
tecido de origem. Os canceres que se desenvolvem a partir de células epiteliais de
revestimento, presentes em orgdos como pele, figado, pulmdo e pancreas, sao
denominados carcinomas (KOENE et al., 2016). Se o tecido epitelial for glandular o
tumor maligno é denominado de adenocarcinoma. Células que constituem o tecido
conjuntivo, como midcitos, adipdcitos, fibroblastos e osteoblastos, quando passam por
uma transformacéao neoplasica, desenvolvem os sarcomas. Ja a partir das células do
tecido hematopoiético (células brancas e plasmadcitos) pode se desenvolver leucemia,
linfoma e mieloma (SEVER; BRUGGE, 2015).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) exibem que a incidéncia e a
mortalidade global do cancer aumentam significativamente, sendo considerada a
primeira ou a segunda causa de morte no mundo do século XXI. Sendo assim, o
cancer é considerado um grave problema socioeconémico e de saude publica, que
envolve fatores relacionados ao crescimento e ao envelhecimento populacional
(BRAY 2018).

O aumento na incidéncia de casos de cancer diagnosticados difere entre os
paises, e pode ser baseado no indice de desenvolvimento socioeconémico, fatores
sociais e estilo de vida da populacdo (BRAY et al., 2018), com estimavas para o ano

de 2040 de mais 26 milhdes de novos casos em todo o mundo (WILSON et al., 2019).
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Dados da OMS, 8,8 milhbes de pessoas morrem de cancer a cada ano, sendo a
maioria em paises de baixa e média renda (OMS, 2020).

De acordo com os dados obtidos do Sistema de InformagOes Hospitalares do
Sistema Unico de Saude (SIS/SUS) da Plataforma DATASUS-NET do Ministério da
Saude, no Brasil em 2019, no periodo de janeiro a setembro, foram realizadas 806.682
internacdes por cancer, destas 339.860 homens e 466.822 mulheres, destacando-se
a regido Sudeste 353.718 (43,85%) com maior indice de internacdes (DATASUS,
2020). Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
o Brasil tera 625 mil novos casos de cancer a cada ano do triénio 2020-2022, sendo
0 cancer de pele ndo melanoma (177 mil casos novos) o mais incidente na populacao,
depois separados por sexo, 0s mais frequentes entre os homens séo: prostata (65.840
novos casos), pulméao (20.520 novos casos) e colorretal (17.760 novos casos). Ja nas
mulheres, estima-se alta de incidéncia de cancer de mama (66.280 novos casos),
colorretal (20.470 novos casos), colon do utero (16.590 novos casos) e pulméo
(12.440 novos casos) (INCA, 2020). No contexto do numero de 6bitos, ainda segundo
a plataforma DATASUS-NET, foram registrados 65.605 em todo o Brasil em 2019, no
periodo de janeiro a novembro, equivalente a 8,13% do total de internacbes
(DATASUS, 2020).

Em relacdo as caracteristicas epidemiologicas, o cancer € um conjunto de
diversas doencas com caracteristicas moleculares e fenotipicas distintas
(CHATTERJEE; RODGER; ECCLES, 2018), cujo desenvolvimento envolve fatores
enddégenos (hereditarios) e fatores exdgenos (ambientais). Os fatores endégenos
como os horménios, as condi¢cdes imunoldgicas e os disturbios genéticos, permitem a
producédo de células com caracteristicas especificas e com a capacidade de escapar
dos mecanismos regulatdrios que controlam o crescimento e a proliferacdo de células
normais (HYNDMAN, 2016), sendo estes fatores responséaveis por cerca de 10% do
casos de cancer. Os outros 90% dos casos de céancer sdo associados a fatores
exdgenos relacionados ao individuo, como infec¢cBes, habitos alimentares, uso do
tabaco, sedentarismo, envelhecimento, e a fatores ambientais, como exposi¢cao aos
raios ultravioletas e inalacédo de poluentes (SHANKAR; GUPTA; GUPTA, 2019).

Neste contexto, a carcinogénese € caracterizada como um processo de
formacdo do tumor, que ocorre em mdltiplas etapas, e é dividido em trés fases

distintas, denominadas de: iniciacdo, promoc¢ao e progressao (GRAY et al., 2017). A
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fase inicial envolve fatores enddgenos e exdgenos, responsaveis por promover
alteracbes genéticas e/ou epigenéticas que surgem espontaneamente e provocam
danos ao DNA e, portanto, podem ativar proto-oncogenes, como RAS e MYC, e inibir
genes supressores de tumor, como os que codificam a proteina p53 (TP53) e
retinoblastoma (Rb), gerando novos fenétipos que conferem uma transformacéo de
uma célula normal para célula modificada (LIANG et al., 2019; NAPOLI; FLORES,
2020).

A fase seguinte, a promocdo, envolve um agente promotor que induz a
proliferacdo de diferentes clones celulares, provenientes da célula transformada na
fase anterior, dirigida pela ativacdo de Proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK)
e de citocinas inflamatérias (HYNDMAN, 2016). Os efeitos promotores podem
permanecer por longo periodo no tecido alvo, todavia, com a interrupcao do contato
com o oncopromotor, esse efeito reversivel pode desaparecer, e promover a
regressao ou impedir o desenvolvimento do tumor. Seguindo o0 processo de
carcinogénese, por ultimo, ocorre a fase de progressao e metastase, etapa irreversivel

e agressiva que resulta na instalacédo do cancer (Figura 1) (SIDDIQUI et al., 2015).

Figura 1. Etapas da carcinogénese
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Fonte: Adaptado de Liu et al., 2015.

Legenda: A carcinogénese é dividida em trés etapas: iniciagdo que envolve fatores enddgenos e

ex6genos, responsaveis por promover alteragdes genéticas e/ou epigenéticas, que podem ativar proto-

oncogenes e inibir genes supressores de tumor responsaveis pela transformacgéo da célula normal para

célula modificada. A fase seguinte, a promoc¢ao envolve um agente promotor que induz a proliferacdo das

células transformadas na fase anterior, e por Ultimo a fase de progressao e metastase, etapa irreversivel

e agressiva que resulta na instala¢éo do cancer.
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Considerando os aspectos abordados, pode-se dizer que o desenvolvimento
do cancer é de etiologia complexa e multifacetada (BRAY et. al., 2018), que envolve
um mecanismo rapido de progressao e alteracdes celulares diversas, responsaveis
por carateristicas primordiais, compartilhadas por diferentes tipos de cancer. Essas
caracteristicas sdo designadas de “marcas” ou “Hallmarks” do cancer (Figura 2)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 2. Caracteristicas biologicas do cancer

Sinalizacao proliferativa
sustentada Fuga de supressores do

Desregulacao energética
da célula Evitar destruicdo imune

Resisténcia a apoptose s A Habilitacao para
‘ e T imortalidade replicativa

Instabilidade genoma
e mutacéo

Inducéo da Ativacdo dainvasao
angiogénese e metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011).

Os hallmarks compreendem capacidades biologicas distintas, adquiridas
durante o processo de desenvolvimento do tumor, e capazes de proporcionar as
células cancerigenas sobrevivéncia, proliferacdo e disseminacdo de maneira
descontrolada (Quadro 1) (HANAHAN; WEINBERG, 2011; ZEFFERINO et al., 2019).
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Quadro 1. Caracteristicas biolégicas do cancer

Proliferagéo celular sustentada

capacidade da célula prolifera-se constitutivamente na
auséncia de ligante ou estimulo externo

Evaséo de supresséo do crescimento

inativacdo de genes supressores, que regulam
negativamente a proliferacéo celular persistente

Resisténcia a morte celular

mutacgBes genéticas ou modificacdes epigenéticas nos
reguladores e efetores, membros pro (Bax e Bak) e
antiapoptoticos (Bcl-x., Bcl-w)

Angiogénese sustentada

suprimento de nutrientes e oxigénio necessarios para o
desenvolvimento do tumor, além de favorecer
metastases

Desregulacao da energética celular

promove independéncia funcional e manutengéo das
principais caracteristicas do cancer

Inflamagéo croénica

relacionado a liberacdo de diversos mediadores
inflamatérios

Ativacao da invasdo e metastase

envolve eventos celulares, como a degradacdo da
matriz extracelular (ECM), a transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT), microambiente inflamatorio
tumoral e a desregulacéo da morte celular programada

Imortalidade replicativa

associada a atividade da telomerase em células
modificadas ou imortalizadas espontaneamente, que
induzem a uma resisténcia da senescéncia ou
crise/apoptose

Instabilidade genémica

promocdo de defeitos na manutencdo e reparo do
genoma, o que favorece as mutacBes espontaneas e
alteracbes no DNA que promove a evolugcdo das
caracteristicas das células tumorais

Evaséo da destrui¢cdo imune

atribuida a mudanca do microambiente pelas células
tumorais altamente imunogénicas, que desativam 0s
componentes do sistema imune designados para
destrui-las, suprimindo o ataque imunol6gico

Diante do conhecimento dessas caracteristicas que possibilitam o

desenvolvimento do cancer, é possivel identificar os diferentes alvos farmacoldgicos

para o tratamento da doenca.

2.2 O controle do ciclo celular e apoptose

7

O ciclo de divisdo celular € uma das atividades celulares primordiais,

responsavel pela replicacdo e propaga¢do do genoma. Esse processo é organizado
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em varias etapas: fase G1- crescimento e aumento do volume celular, fase S —
replicacdo do genoma e sintese de DNA, fase G2 — sintese de proteinas e aumento
celular rapido, com o objetivo de organizar a célula e o seu contetdo para a divisdo e
por ultimo a mitose (M) — separacao do material genético entre as células filhas
(BOWARD; WU; DALTON, 2016; DARLING et al., 2017).

Figura 3. Progresséo do ciclo celular

Inibidores
CDK4/6

Enzimas
metabolicas

Reguladores
‘metabélicos

Replicagao
do DNA

Fonte: Adaptado de BONELLI, 2019.

Legenda: Interacdo entre regulacdo do ciclo celular e metabolismo. O complexo CDK4 / 6-ciclina D
promove a progressdo do ciclo celular em dire¢édo a fase S, através da liberacdo de E2F. Além da
regulacdo do ciclo celular, o complexo CDK4 / 6-Ciclina D e o E2F exercem efeitos no metabolismo
celular, modulando a expressao / atividade de enzimas metabdlicas e de reguladores metabdlicos. Os

inibidores da CDK4 / 6 afetam a progressao e o metabolismo do ciclo celular.

A regulacao e progressao dos eventos do ciclo celular envolvem uma série de
proteinas regulatérias, denominadas de ciclinas, pertencentes a familia de cinases
dependentes de ciclinas (CDKs) (CHENG; TSE, 2018). As CDKs séo serina/treonina

cinases especificas, que controlam a ativacao de proteinas a partir da fosforilacédo e
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desfosforilagéo, para favorecer o controle durante a progresséo do ciclo (CHENG;
TSE, 2018; XIE et al., 2019).

Varios pontos de verificagdo conhecidos como checkpoint controlam o avanco
das células para as fases seguintes do ciclo celular. Esse processo de verificacao €
controlado pelas ciclinas, que tem a capacidade de formar complexos ativados com
CDKs, regulando as fases do ciclo (BONELLI et al., 2019). O primeiro ponto de
verificacdo ocorre na fase G1, em que estimulos mitogénicos relacionados ao
crescimento promovem uma sinalizacao e consequente aumento na sintese de ciclina
D, induzindo a formagéao do complexo CDK4/6-ciclinaD (GRANT; COOK, 2019).

O complexo CDK4/6-ciclinaD promove a fosforilacdo e inativacdo da
retinoblastoma (Rb), que por sua vez se dissocia do fator de transcricdo E2F
responsavel pela transcricdo das ciclinas A e E na fase S, primordiais na sintese do
DNA. A ciclina E interage com CDK2 formando um complexo CDK2-ciclinaE que
promove a hiperfosforilagdo do Rb (STALLAERT et al., 2019). Na sequéncia, a ciclina
A associa-se com a CDK2 favorecendo a passagem da fase S para fase G2. Durante
a fase G2 a ciclina A liga-se com a CDK1, permitindo transicdo para fase M. Neste
periodo, encontra-se 0 segundo ponto de verificacdo (G2-M), que é estritamente
controlado pelo complexo CDK1-ciclinaB envolvido no processo de progressédo da
mitose na fase M (BONELLI et al., 2019).

As células saudaveis tém o controle da progressdo do ciclo celular e o
funcionamento correto dos checkpoints, permitindo interrupcao da divisdo celular em
casos de alteracdes no ciclo, impedindo o desenvolvimento de alteracdes no DNA e
mudancas no metabolismo energético da célula. No entanto, a desregulacdo ou
inativacdo dos checkpoints resultam no desenvolvimento de células atipicas ou
imaturas que podem levam a apoptose ou crescimento e proliferacdo descontrolada
caracteristico de células tumorais. Esse processo envolve alteracées no status de
fosforilacdo de uma proteina regulatoria, a retinoblastoma (Rb), promovendo mudanca
do seu estado ativo para inativo, favorecendo ativacdo de cascatas de reacdes
envolvidas na progresséo do ciclo celular (ZAVERI; DHAWAN, 2018).

A desregulacédo do ciclo celular esta relacionada ao mau funcionamento das
CDKs, que podem levar ao desenvolvimento do cancer. Neste contexto, a busca por
novos candidatos a farmacos inibidores seletivos de CDKs que sejam capazes de

controlar o ciclo celular, restringindo a proliferagao celular desordenada e induzindo a
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morte celular programada, como alternativa terapéutica eficaz. Dentre eles, os
inibidores seletivos CDK4/6 que encontram-se em estudo clinico, como o Ribociclibe
e Palbociclibe, que atuam suprimindo a fosforilacdo da proteina Rb induzindo uma
parada no ciclo celular, ativando vias que levam a apoptose, sendo uma estratégia
para o tratamento do cancer (CHONG et al., 2020; COTTU et al., 2018; YUAN et al.,
2020).

A apoptose € um tipo de morte celular programada, um mecanismo inato, que
permite a eliminacdo de células indesejadas favorecendo a regulacéo do crescimento
e desenvolvimento celular, garantindo a homeostase (NAGATA, 2018). A
desregulagdo no processo de apoptose esta diretamente associada ao
desenvolvimento de varias doencas, incluindo distlirbios neuroldgicos, doencas
cardiovasculares, doengas autoimunes e o cancer (YU et al., 2019).

O processo de apoptose envolve alteracbes morfologicas e bioquimicas
celulares como a formacao de prolongamentos na membrana (blebs), diminuicdo do
volume celular, fragmentacé&o do DNA, condensacéo de cromatina, despolarizagcéao da
membrana mitocondrial, externalizacdo da fosfatidilserina na membrana
citoplasmatica e formacao dos corpos apoptéticos (JAN; CHAUDHRY, 2019). Esse
processo controlado pela ativacdo de enzimas denominadas de caspases, que
dependem da integracdo e equilibrio entre as proteinas pro-apoptoticas e
antiapoptoticas (GILMORE; KING, 2019).

Ao final do processo sédo formados corpos apoptoticos, que sdo reconhecidos
por macrofagos, por meio da sinalizacdo derivada da externalizacdo da
fosfatidilserina, um fosfolipideo de membrana que em células viaveis encontra-se
voltado para o meio intracelular. A exteriorizacdo da fosfatidilserina para o meio
extracelular impede o extravasamento do conteudo celular, evidenciando a morte
celular programada (SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019).

A apoptose ocorre por intermédio de duas vias distintas: a via extrinseca
(receptores de morte) e a via intrinseca (mitocondrial), que convergem para ativacéo
das caspases (GILMORE; KING, 2019)
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Figura 4. Vias da apoptose
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Fonte: Adaptado de HINZ, 2019.

Legenda: A apoptose é controlada por duas vias distintas, porém conectadas. A via intrinseca é
desencadeada por estimulos de morte intracelulares, como danos no DNA, radiacéo, privacdo de
nutrientes, estresse oxidativo ou ativacdo de oncogene, que induzem a apoptose, promovendo a
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (PMEM) e a liberagdo do citocromo c (cit. C),
responséavel pela ativacdo da caspase -9, que cliva e ativa a caspase-3 e a caspase-7, possibilitando a
fase de execucdo da apoptose. Essa via de apoptose é fortemente controlada pela familia de proteinas
BCL-2, que funcionam como sensibilizadores, proteinas pré-sobrevivéncia, ativadores e efetores. A via
extrinseca é iniciada por ligantes extracelulares, como o ligante FAS (FASL), TNF ou TRAIL, que se
ligam aos receptores de superficie celular FASR, TNFR TRAILR, respectivamente. A sinalizacao é
transmitida via dominio de morte associado a FAS (FADD), que aciona a ativacdo da caspase-8 ou
caspase-10, iniciando a apoptose por meio da clivagem e ativacdo da caspase-3 ou caspase-7. BH3,

homologia com BCL-2 dominio 3; XIAP, inibidor da proteina de apoptose.
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A via extrinseca envolve receptores de morte na membrana, que séo ativados
por ligantes extracelulares, que interagem com seus receptores de superficie
especificos, como ligante Fas (CD95), familia de ligantes do fator de necrose tumoral
- TNF (TNFR1) e ligante indutor de apoptose (TRAIL). A sinalizagdo desencadeada
pelo receptor € transmitida via dominio de morte associado a FAS (FADD), que
promove a sua ligagdo com caspase 8 (iniciadora) formando um complexo de
sinalizacdo indutor de morte (DISC). O complexo ativado promove a clivagem e
ativacao das caspases 3 e 7, que sdo designadas de caspases efetoras responsaveis
pela efetivacédo do processo apoptético (BOOTH; ROBERTS; DENT, 2019; SHARMA;
BOISE; SHANMUGAM, 2019).

A via intrinseca é ativada por varios estimulos extracelulares e intracelulares,
como estresse oxidativo, irradiacdo, dano ao DNA, privacao de fatores de crescimento
ou tratamento com substancias citotoxicas, que levam a ativacdo de membros apenas
de proteinas com dominio BH3 da familia de proteinas do linfoma de células B2 (BCL-
2). As proteinas pro-apoptoéticas (Bax/Bak) ativadas séo translocadas do citoplasma
para a mitocondria, sofre uma mudanca conformacional e inserem-se na membrana
externa da mitocondria, induzindo alteracbes na permeabilidade da membrana
mitocondrial externa (PMEM)(GIACOMELLO et al., 2020). O PMEM favorece a
fragmentacdo da membrana externa permitindo a liberacdo do citocromo c (pro-
apoptético), este associa-se com o ATP e ativa o fator de ativacdo da protease
apoptética 1 (APAF1) formando o apoptossoma, que permeia a ativacdo da caspase
9, que cliva e ativa as caspases 3 e 7 culminando o processo apoptético (BOOTH;
ROBERTS; DENT, 2019; HINZ; LAGARES, 2019). A via intrinseca pode ser ativada
indiretamente em consequéncia da ativacao da via extrinseca.

A regulacdo da via mitocondrial envolve membros da familia BCL-2, que s&o
divididos em proteinas pré-apoptéticos e antiapoptoticos, fundamentais no controle da
apoptose. A ativacdo da via intrinseca envolve as proteinas pré-apoptéticas (Bim, Bid,
Bad, Bmf, Bak, Bax, Puma e Noxa), que sdo sensiveis ao mecanismo de estresse
celular estimulando o processo de apoptose (WHITAKER; PLACZEK, 2019). Os
membros antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w e Al) sdo proteinas pré-
sobrevivéncia que controlam a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa,

inibindo a formacao de poros, ndo possibilitando a liberacéo do citocromo ¢, portanto,
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promove a inibicdo da apoptose (HINZ; LAGARES, 2019; SHARMA; BOISE;
SHANMUGAM, 2019).

A apoptose pode ser interrompida por inibidores de proteinas de apoptose
(IAPs), como o Xiap, Apollon, Survinin, que podem bloquear a apoptose, alterar a
progresséo do ciclo celular e modular a transducdo de sinal mediada por receptor
(Figura 4). Por outro lado, proteinas mitocondriais produzidas endogenamente e
liberadas para o citosol durante a apoptose, como as Smac, atuam bloqueando os
locais de ligacao da caspase aos IAPs e estimulam a ativacao de caspases, resultando
no processo de apoptose (HINZ; LAGARES, 2019; QIN et al., 2016).

A apoptose € a principal forma de morte produzida por agentes com potencial
anticancer, que induzem esse processo especialmente por induzir danos no DNA e
ativar a via mitocondrial (CUI et al., 2018; REN et al., 2017; SUN et al., 2018).

2.3 Estresse oxidativo no contexto do cancer

O estresse oxidativo € designado como estado de desequilibrio, acarretado
pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN)
(THARMALINGAM et al., 2017). Essas moléculas sdo altamente reativas, contendo
elétrons desemparelhados que favorece a interagdo com macromoléculas
promovendo a oxidacao, e interferindo na sinalizacdo do controle redox, levando a
danos moleculares que induz o surgimento de diferentes patologias, como doencas
degenerativas, cardiovasculares e cancer (LIGUORI et al., 2018).

As EROs séo espécies quimicas instaveis que contem moléculas de oxigénio
em sua estrutura, como o anion superoéxido (02°), radical hidroxila (OH") e peroxido de
hidrogénio (H202) (PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017). Essas moléculas séo
amplamente produzidas na mitocondria por intermédio do metabolismo oxidativo, e
exercem a funcdo de proteinas sinalizadoras que desencadeiam alteracdes
intracelulares nas proteinas, acidos nucleicos e lipidios promovendo danos
moleculares e consequente estresse oxidativo (GILL; PISKOUNOVA; MORRISON,
2016; KLIESER et al., 2019).

Neste cenario, para manter o equilibrio redox e proteger a célula contra danos
causado pelas EROs, o sistema antioxidante atua neutralizando e reduzindo a

guantidade de radicais livres presentes nas células (GALADARI et al., 2017). Esse
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sistema é dividido em: 1) enzimatico, que inclui enzimas como a catalase,
peroxirredoxinas, tioredoxinas, glutationa peroxidase e superéxido dismutase, e 2)
ndo enzimatico, como o acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), selénio
e betacarotenos que atuam como defesas antioxidante favorecendo a homeostase
(GILL; PISKOUNOVA; MORRISON, 2016; KLIESER et al., 2019).

As EROs exercem papel dual no céncer, atuando nas diferentes fases do
processo de carcinogénese. A producdo excessiva de EROs, pode promover
alteracdoes no DNA, levando a instabilidade gendmica que ativa vias de sinalizagao
gue impulsiona a proliferacdo na fase de iniciacdo (MOLONEY; COTTER, 2018). O
estresse oxidativo na fase de promocao estimula a proliferagdo sustentada da
populacédo celular iniciada, por meio da ativacao da via da proteina cinase ativada por
mitogeno (MAPK) da fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K)/Akt, que controla a atividade de
fatores transcricionais como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e genes supressores de
tumor incluindo (PTEN) e p53 culminando na sobrevivéncia tumoral (ZHANG et al.,
2016). Na fase de progressao, altos niveis de ROS modulam a sinalizagéo do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) promovendo a angiogénese e metastase,
essenciais para o crescimento do tumor (FIOCCHETTI et al., 2019).

As células tumorais tem uma capacidade antioxidante aumentada, o que
permite eliminar altos niveis de EROs, favoraveis ao equilibrio redox pro-tumoral, por
meio da ativacdo de ongeneses que possibilita a progressédo e a sobrevivéncia do
tumor (MOLONEY; COTTER, 2018). No entanto, quantidades exacerbadas de EROs
nas células tumorais levam a exaustdo do sistema antioxidante, progredindo para
niveis téxicos que induz a ativacao de vias de sinalizacdo envolvidas na apoptose,
como JNK e MAPK, PI3K/Akt (LU et al., 2020).

Neste contexto, o efeito citotdéxico exercido pelo aumento nos niveis de ROS é
caracteristico de farmacos quimioterapicos, que causam danos a célula tumoral e
induz a apoptose, como doxorrubicina, daunorrubicina, cisplatina, bleomicina usados
no tratamento do cancer (GALADARI et al., 2017).

Todavia, estudos mostram que agentes terapéuticos que envolvam a reducao
dos niveis de ROS para niveis basais, exercem seu efeito por inibir a sinalizacdo de
vias pro-tumorais, responsaveis pela a proliferacdo do tumor. Sendo assim, esses
processos culminam no efeito antioxidante essencial no mecanismo de compostos
com potencial anticancer (KLAUNIG, 2019; MOLONEY; COTTER, 2018).
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2.4 Terapia do cancer

Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostram que o percentual de
mortes por cancer aumenta constantemente, sendo considerada um problema de
saude publica. Neste contexto, o uso do tratamento adequado € essencial para reduzi
o desenvolvimento de toxicidade e de resisténcia pelas células tumorais (YASHIN;
STALLARD; LAND, 2016).

A farmacoterapia do cancer compreende diversas modalidades terapéuticas,
como cirurgias, quimioterapia, radioterapia, terapia alvo e imunoterapia, as quais
podem ser utilizadas isoladamente ou em combina¢gbes (PAJUELO-LOZANO et al.,
2018). Dentre as abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento do cancer, a
guimioterapia € a terapia de primeira escolha (DANCSOK; ASLEH-ABURAYA;
NIELSEN, 2017).

Os farmacos quimioterapicos convencionais sao classificados de acordo com
os diferentes mecanismos de acdo: 1) os agentes alquilantes como ciclofosfamida,
promovem danos ao DNA; 2) agentes antimetabdlitos como metrotexato, atuam no
bloqueio da sintese do DNA na fase S (ALIMBETOV et al., 2018; ANSARIZADEH,;
SINGH; RICHARDS, 2017) e 3) produtos naturais como alcaloides da vinca
(vincristina e vimblastina), taxanos (paclitaxel e docetaxel) e antibidticos
(daunorrubicina e doxorrubicina), promovem a ativacédo de vias de sinalizacdo que
induzem parada do ciclo celular e apoptose (TRENDOWSKI, 2015).

No entanto, 0s agentes quimioterapicos apresentam alta toxicidade associada
a sua baixa seletividade as células tumorais. A toxicidade produzida por esses
farmacos esté relacionada a atuacdo em células de rapida proliferacao, como foliculo
pilosos, células do trato gastrointestinal e medula éssea, levando ao desenvolvimento
de efeitos colaterais indesejaveis como alopecia, nauseas, vomitos e mielosupressao
respectivamente (DICKENS; AHMED, 2018).

Sendo assim, considerando os efeitos colaterais graves e as limitacGes
associada ao tratamento, bem como a elevada toxicidade e desenvolvimento de
resisténcia pelas células tumorais impulsionam para busca de novas estratégias
terapéuticas direcionadas, que incluem a terapia alvo, hormonioterapia e imunoterapia
(ATANASOQV et al., 2015; BURSTEIN et al., 2017).
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A terapia alvo compreende dois grupos distintos de farmacos: os anticorpos
monoclonais e as pequena moléculas sintéticas. Os anticorpos monoclonais (mAb)
exercem seus efeitos antitumorais por meio de trés mecanismo principais: (1) inibicéo
direta mediada pelo reconhecimento dos antigenos especificos tumorais, modulando
a resposta imune do individuo (KIMIZ-GEBOLOGLU; GULCE-IZ; BIRAY-AVCI, 2018);
(2) a citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) compreende a ligacao do
mAb a um antigeno especifico na superficie da célula tumoral, o qual é apresentado
a regido FC dos receptores de células imunes, que por sua vez atua inibindo vias de
sinalizacdo envolvidas na proliferacao celular (WILKES, 2018) e (3) citotoxicidade
dependente de complemento (CDC), os mAb se liga aos antigenos especificos da
membrana da célula alvo, que ativam vias responsaveis pelo recrutamento e ativacdo
do sistema complemento (KIZHEDATH; WILKINSON; GLASSEY, 2018).

Os mAb sao classificados pela sua estrutura quimica e bioldgica em trés
classes: anticorpos quiméricos, humanizados e totalmente humanos, os quais sao
amplamente utilizados para o tratamento do cancer por atuarem seletivamente nas
células tumorais e reduzirem o grau de toxicidade dessas moléculas (KIZHEDATH,;
WILKINSON; GLASSEY, 2018). Dentre eles, destacam-se o0 cetuximabe,
trastuzumabe e panitumumabe, que se ligam especificamente ao dominio extracelular
do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGRF) e impede a sinalizacdo do
receptor dependente de ligante, sendo utilizados em tipos de céncer que
superexpressam esse receptor, como cancer de cabeca e pescoco, ovario, colorretal
entre outros (FALAHATGAR et al., 2018). O bevacizumabe liga-se ao fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) bloqueando sua interacdo com o receptor,
impedindo o processo de angiogénese, essencial no desenvolvimento e sobrevivéncia
das células tumorais (WANG et al., 2017).

As pequenas moléculas sintéticas inibem a atividade intrinseca do receptor
tirosina cinase por impedir a ligacdo do ATP ao sitio ativo do receptor, bloqueando os
sinais de ativacdo de varias tirosinas cinases envolvidas na proliferacdo celular.
Dentre eles, os inibidores do receptor BCR-abl cinase como imatinibe, desatinibe e
nilotinibe usados no tratamento de leucemia (FARRAN; MULLER; MONTENEGRO,
2017), inibidor do receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2
(HER-2), por exemplo, o lapatinibe indicado para o tratamento do cancer de mama
com amplificacdo do HER2 (WAHDAN-ALASWAD,; LIU; THOR, 2020) , e o inibidor
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do EGRF como o gefitinibe usado contra o cancer de pulmédo de células pequenas
(SUTIMAN et al., 2017).

A terapia hormonal envolve a utilizacdo de agentes que modulam a atividade
de receptores sensiveis ao estrogeno e progesterona, como o tamoxifeno que atua
como antagonista seletivo do receptor de estrogénio impedindo a ligacdo do hormonio
ao receptor, interrompendo o desenvolvimento e progressao de canceres de mama
HR+ (GAJULAPALLI etal., 2016; SMITH; PREWETT, 2017), e a flutamida, bloqueador
competitivo do receptor de andrégeno, usada no tratamento do cancer de prostata e
endométrio associados a outros medicamentos (ZACHARIA, 2017).

A imunoterapia almeja estratégias terapéuticas com a finalidade de estimular o
sistema imunoldgico e induzir respostas antitumorais especificas contra os diferentes
tipos de cancer (SALEM; ATTIA; GALAL, 2016). Neste contexto, Os inibidores de
checkpoint como ipilimumabe, nivolumabe pembrolizumabe e atezolizumabe, atuam
como agentes moduladores do sistema imune, regulando negativamente a ativacao
das células T e restabelecendo a sinalizacdo do sistema imune responsavel por
destruir as células tumorais (SHENG et al., 2017), e ainda utilizacdo de citocinas,
interferon, interleucina-2 e vacinas imunogénicas que modulam o sistema imune para
induzir a citotoxicidade (VENTOLA, 2017).

Neste cenario, diante das varias modalidades terapéuticas utilizadas no
tratamento do cancer, a falta de seletividade e o alto nivel de toxicidade, influenciam
para o desenvolvimento de resisténcia associado ao tratamento. Sendo assim,
estudos em busca de novas alternativas terapéuticas séo primordiais para possibilitar
o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e com baixa toxicidade, bem como

reduzido potencial de resisténcia pelas células tumorais.

2.5 Derivados acridinicos

As acridinas sdo compostos aromaticos policiclicos com estrutura planar,
classificadas como alcaloide antraceno (GOUVEIA et al., 2018). Estruturalmente, as
acridinas sao formadas por dois anéis fundidos a um anel de piridina em uma posicao
central, conhecido por denomina¢des como: dibenzo-piridina, 10-azaantraceno, 2,3-
dibenzoquinolina, 2,3,4,6-dibenzopiridina, entre outras (SCHMIDT; LIU, 2015).

Estudos quimicos descrevem que a atividade biolégica dessas moléculas é

associada a planaridade das estruturas aromaticas, que podem se intercalar entre os
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pares de bases de &cidos nucleicos no DNA de fita dupla, interferindo nas suas
funcbes celulares (ALMEIDA et al., 2016; BARROS et al., 2012; FELIP-LEON et al.,
2018).

Algumas modificagbes quimicas nas acridinas, como a inser¢cdo de
substituintes, incluindo halogénios, ou anéis heterociclicos diferentes, favorecem a
sintese de novos derivados acridinicos com atividades biolégicas diversificadas e
melhor interacdo estrutura-atividade (GAO et al.,, 2015). Diversas atividades
farmacolégicas ja foram descritas para acridinicos, tais como, atividade antimalérica
(VALDES, 2011), anti-alzheimer (MUNAWAR et al., 2016) e antimicrobiana
(WAINWRIGHT, 2001).

Devido as propriedades farmacolégicas das acridinas e seus derivados, a
sintese desses compostos tem sido de consideravel interesse para a busca de novas
abordagens para o tratamento de diversas doencas, incluindo o cancer (DE ALMEIDA
et al., 2015). Em relagcédo a sua atividade anticancer, mecanismos como intercalacao
do DNA e inibicdo da enzima topoisomerase | ou Il tem sido associados a
citotoxicidade observada (CHEN et al., 2019; MENEZES et al., 2019).

Nesse cenario, os derivados acridinicos, por meio da sua interagdo com o DNA,
podem induzir mudancas estruturais locais no DNA, como o desenovelamento da
dupla hélice e o alongamento da fita do DNA, e interromper o sistema de reparo e a
replicacédo, levando a morte celular (FAHRENHOLTZ et al., 2016; KOVVURI et al.,
2018).

Alguns farmacos derivados da acridina foram aprovados como quimioterapicos
em ensaios clinicos devido a sua significante atividade. Dentre estes, a amsacrina (m-
AMSA), que tem sido utilizada clinicamente em varios paises para o tratamento da
leucemia e linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin e canceres de cabeca e pescoco
(CHEN et al.,, 2019). Todavia, os efeitos adversos da m-AMSA, como o
desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais, baixa
biodisponibilidade e tempo de meia-vida curta, limitam o seu uso na terapéutica.
Sendo assim, esses fatores impulsionam os pesquisadores a modificarem
estruturalmente este composto e produzirem diferentes derivados acridinicos, com o
objetivo de maximizar a atividade antitumoral e minimizar a toxicidade e o
desenvolvimento de resisténcia (FANG et al., 2016; FU et al., 2017).
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Os novos derivados de acridina denominados espiro-acridinas, sintetizadas por
meio da inser¢cdo do grupo ciano-N-acil-hidrazona entre os anéis fenil da acridina,
seguidos de ciclizagéo espontanea (ALMEIDA et al., 2016) constituem um grupo de
moléculas promissoras. Esses novos compostos espiro-acridinicos, (E) -1 ' -
(benzilidenamino) - 5%-oxo-1 ', 5'-di-hidro-10H-espiro [acridina-9,2"-pirrol] -4'-
carbonitrilo (AMTAC-01) e (E) -1 ' - ((4-metoxibenzilideno) amino) -5-oxo-1 ', 5'-di-
hidro-10H-espiro [acridina-9,2"-pirrole] -4'carbonitrila (AMTAC-02), tem propriedades
de ligacdo ao DNA e inibem a topoisomerase lla, resultando em atividade
antiproliferativa contra diferentes linhagens celulares de melanoma (MENEZES et al.,
2019).

Gouveia e colaboradores (2018) demonstraram no teste de inibicdo da
topoisomerase lla humano (Topo Il), que o ((E)-1’-((4-clorobenzilideno)amino)-5’-oxo-
1’,5’-diidro-10H-espiro[acridina] 9,2’-pirrol]-4"-carbonitrila (AMTAC-06), com cloro na
posicao para no anel fenil, apresentou um alto valor de inibi¢cdo (84,34%). Os estudos
com o AMTAC-06 mostraram sua capacidade de intercalar com os pares de bases de
DNA no sitio ativo Topo Il, impedindo a religacdo do DNA, em um processo conhecido
como envenenamento. A atividade in vitro de novos derivados espiro-acridinicos,
como o AMTAC-06 indica uma atividade promissora para o desenvolvimento de novos
agentes anticancerigenos.

Resultados preliminares obtidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que
outros derivados acridinicos (espiro-acridinicos, N-acilhidrazénicos acridinicos,
tiosemicarbamidas acridinicos),como N'-(2-chloro-6-methoxy-acridin-9-yl)-2-cyano-3-
(4-dimethylaminophenyl)-acrilohidrazida (ACS-AZ10) e (E)-1’-{(4-fliorbenzilideno)-
amino}-5'oxo-1,5'diidro-10H-espiro[acridina9,2’-pirrol]-4’carbonitrila(AMTAC-07) apre-
sentaram potente atividade antitumoral in vivo em modelo de Carcinoma Ascitico de
Ehrlich (BATISTA, 2019; MANGUEIRA et al., 2017). Dentre os compostos estudados,
0 AMTAC-07 apresentou atividade antitumoral in vitro nas linhagens MOLT-4 (células
T de leucemia), HL-60 (leucemia promielocitica humana) e HCT-116 (carcinoma de
c6lon humano) (BATISTA, 2019).

Considerando o potencial farmacologico dos derivados acridinicos foram
obtidos os compostos acridinicos (E)-1'-((2,6-diclorobenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-10), (E)-1'-((4-

(dimetilamino) benzilideno)amino)-5'-oxo-1',5"-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-
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4'-carbonitrila  (AMTAC-11), (E)-1'-((3-etoxi-4-hidroxibenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila  (AMTAC-16), (E)-1’-((4-bromo-
benzilideno) amino)5’-0xo-1'5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila
(AMTAC-19) e 5'-0x0-1 '- ((4- (piperidina-1-il) benzilideno) amino) -1', 5'- dihidro-10H-
espiro [acridina-9,2'-pirrol] - 4'-carbonitrila (AMTAC-23). Sendo 0s compostos espiro-
acridinicos AMTAC-19 e AMTAC-23, compostos inéditos que ndo apresentam
nenhum relato na literatura de atividade farmacolégica ou toxicidade (Figura 5).
Nessa perspectiva, esse trabalho baseia-se nos estudos da atividade
antitumoral de novos derivados acridinicos, aliado a avaliagdo de seus mecanismos

de acao antitumoral envolvidos nesse efeito.

Figura 5. Estruturas dos compostos espiro-acridinicos

(H3C)N

AMTAC-10 AMTAC-11 AMTAC-16

AMTAC-19

Fonte: SOUSA, 2020.

Legenda: Compostos espiro-acridinicos do estudo: (E)-1'-((2,6-diclorobenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-10),(E)-1'-((4-(dimetilamino) benzilideno)
amino)-5'-oxo-1',5"-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-11), (E)-1'-((3-etoxi-
4-hidroxibenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-
16), (E)-1'-((4-bromo-benzilideno) amino)5’-oxo-1'5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4'-
carbonitrila (AMTAC-19) e 5'-oxo-1 - ((4- (piperidina-1-il) benzilideno) amino) -1', 5'- dihidro-10H-espiro
[acridina-9,2'-pirrol] - 4'-carbonitrila (AMTAC-23).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral e a toxicidade do derivado espiro-acridinico (E)-
1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila (AMTAC-19), por meio de ensaios in vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade de novos derivados espiro-acridinicos em linhagens de

células tumorais e nao tumorais;

e Caracterizar os efeitos do composto mais promissor sobre a viabilidade celular

da linhagem mais sensivel, em diferentes tempos de tratamento;

e Investigar mecanismos de acao antitumoral in vitro do composto selecionado
na linhagem celular mais sensivel: interferéncia na regulacdo do ciclo celular,
nos mecanismos de morte celular (apoptose/necrose) e na producdo de

espécies reativas de oxigénio.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de OncoFarmacologia (OncoFar),
localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), onde
funciona o Programa de Pdés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba
(CCS/UFPB).

4.2 Material

4.2.1 Amostras teste

As amostras teste, compostos espiro-acridinicos (AMTAC-10, AMTAC-11,
AMTAC-16, AMTAC-19 e AMTAC-23), foram fornecidas pelo professor Dr. Ricardo
Olimpio de Moura do Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) da
Universidade Estadual da Paraiba, sintetizadas de acordo com metodologia ja
descritas (ALMEIDA et al., 2016; GOUVEIA et al., 2018).

A via sintética usada para obter os compostos espiro-acridinicos foi paralela e
convergente, sendo realizada a sintese de 2-ciano-N’-(benzilideno)-aceto-hidrazida
(JRs) substituidos como intermediarios e em paralelo com o aldeido acridinico. Para
obter os JRs, partiu-se da 2-ciano-acetado-hidrazida que foi condensada com
diferentes aldeidos aromaticos, como mostrado no Esquema 1, em meio etandlico e
em equivalentes molares na presenca de acido acético como catalisador a
temperatura ambiente por 24 horas. Para a sintese do aldeido acridinico, partiu-se da
difenilamina, que sofre reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts seguidas de ciclizacdo
em meio acido, obtendo-se a 9-metilacridina, que apds oxidacfes sucessivas permitiu
a obtencdo do 9-carboxialdeido-acridinico. Para obter os compostos espiro-
acridinicos, partiu-se do aldeido de acridina que foi condensado com os intermediarios
JRs em meio etandlico e basico em equivalentes molares a 78 °C por 6 horas, o0s

quais sofrem ciclizacdo espontanea levando aos derivados finais da espiro-acridina.
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Esquema 1. Via sintética para obter compostos espiro-acridinicos

(o}

9 EHO EtOH S
H
NC\)kN/\NHz + _ N&_R
H CH;COOH cat N
Trietilamina
CH, CHO
©\ /© CH3;COOH N o N Ciclizagéo
- 0 > CCO
N Zncl, N N”
H H,S0,

(0}

CN
R= 2,6-diclorobenzilideno (AMTAC-10) R‘\\N_N )
R= 4-(dimetilamino)benzilideno (AMTAC-11)
R= 3-etoxi-4-hidroxibenzilideno (AMTAC-16) O O
R= 4-bromobenzilideno (AMTAC-19) N
H

R= 4-(piperidin-1-il)benzilideno (AMTAC-23)

Fonte: Pinheiro Segundo; Moura, 2020.

Legenda: Compostos espiro-acridinicos do estudo: (E)-1'-((2,6-diclorobenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-10),(E)-1'"-((4-(dimetilamino) benzilideno)
amino)-5'-oxo-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-11), (E)-1'-((3-etoxi-
4-hidroxibenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila (AMTAC-
16), (E)-1’-((4-bromo-benzilideno) amino)5’-oxo-1°5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila (AMTAC-19) e 5'-oxo-1 '- ((4- (piperidina-1-il) benzilideno) amino) -1', 5'- dihidro-10H-espiro
[acridina-9,2'-pirrol] - 4'-carbonitrila (AMTAC-23).

4.2.2 Linhagens de células tumorais e ndo tumorais

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 2). As células HCT-116 foram
generosamente fornecidas pelo Dr. Manoel de Moraes (Universidade Federal do
Ceard, Fortaleza, Ceara, Brasil). HeLa, SK-MEL-28 e PC-3 foram adquiridas no banco
de células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil). MCF-7 e L929 foram fornecidas

pelo Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (Universidade de Campinas, Campinas, Séo Paulo,
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Brasil). HaCaT foi fornecida pela Dra. Jaciana Aguiar (Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil).

Quadro 2. Linhagens de células tumorais e ndo tumorais in vitro

Linhagens Tipo histoldgico Origem Meio de cultura
HCT-116 Carcinoma colorretal Humana RPMI
HelLa Colo do utero Humana DMEM
SK-MEL-28 Melanoma Humana DMEM
MCF-7 Adenocarcinoma de mama Humana RPMI
PC-3 Carcinoma de prostata Humana F-12K
L929 Fibroblasto (n&o tumoral) Murina RPMI
HaCaT Queratinécito (ndo tumoral) Humana DMEM
PBMC Células mononucleares (ndo tumoral) Humana RPMI

Fonte: SOUSA, 2020.

As linhagens celulares foram cultivadas (5x104 células/mL) em frascos de
cultivo utilizando o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ou F-12K (Banco de
Células do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil), suplementadas com 10% de soro
bovino fetal (SBF) inativado (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), e 1% de solucéo de
antibidticos (penicilina 10.000 U/ml e estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma Aldrich). As
células foram manipuladas em fluxo laminar, para garantir que nao houvesse
contaminacdes, e mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO2. O
crescimento celular foi acompanhado a cada 24 horas, e ao atingirem 80% de
confluéncia, normalmente apds 48 horas de cultivo, foi feita a adicdo 2 mL de solucao
de tripsina (Sigma Aldrich), por 5-10 minutos, para o deslocamento da monocamada
das células aderentes da parede do frasco. Apds esse periodo, adicionou-se meio
suplementado com SBF, na mesma proporcao de tripsina, para interromper a acao
desta. As células foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos e ressuspensas em meio
suplementado para a contagem em camera de Neubauer. A viabilidade celular foi

avaliada por meio da utilizagdo do corante azul de Tripan (Sigma Aldrich).
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4.2.3 Obtencao das células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

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

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

Para a obtencédo destas células, aliquotas de 20 mL de sangue contendo
anticoagulante (EDTA — acido etilenodiamino tetra-aceético) foi homogeneizada com
20 mL de PBS (tampéo fosfato salino), em tubos estéreis. Posteriormente, a mistura
obtida foi adicionada em tubos contendo o Histopaque-1077 (Sigma), uma solucéo
estéril que separa o sangue por gradientes de densidade, permitindo a obtencéo de
células mononucleares. As amostras foram submetidas a uma centrifugacao de 400 x
g, 20 °C, por 30 min. Apoés a centrifugacado, é formado um anel contendo as células
monocucleares, o qual foi retirado cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta
pasteur estéril e transferido para um novo tubo, realizando-se duas centrifugacdes
(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 proliferacéo destas células foi estimulada com 1% de

fitohemaglutinina (Invitrogen), por 24 horas antes do tratamento com AMTAC-19.

4.3 Métodos

4.3.1 Avaliacdo da citotoxicidade em células tumorais e ndo tumorais

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada por meio do ensaio de reducéo do
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio), o qual € um método
colorimétrico que mede indiretamente a citotoxicidade, proliferacdo ou viabilidade
celular. O MTT é um sal de tetrazodlio sollvel em agua, o qual € convertido em cristais

de formazan de cor purpura, insolUveis em agua, apés clivagem do anel de tetrazolio
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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 € diretamente
proporcional ao niumero de células viaveis (MOSMANN, 1983).

As células foram semeadas em placas de 96 po¢os na concentracdo de 3x10°
células/mL (HCT-116, HelLa, MCF-7, PC-3, SK-MEL-28, L929 e HaCat) e 1x10°
células/mL (PBMC). Apo6s 24 horas, as substancias previamente dissolvidas em
DMSO foram incubadas na concentracdo de 50 uM (triagens), ou em diferentes
concentragbes (3,125-200 pM) com a suspensdo celular, ndo ultrapassando a
concentracao final de 0,5% de DMSO, por 24, 48 e/ou 72 horas, conforme o caso, em
uma estufa com 5% de CO, a 37 °C. A doxorrubicina foi utilizada como droga padréo,
e testada em concentragOes variando entre 0,31 e 20 uM. Prosseguido o periodo de
incubacéo, as placas foram centrifugadas (500 x g, 5 min, 25 °C), o sobrenadante foi
parcialmente removido e a solugcdo de MTT 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 sodio (SDS) a 10% e os cristais de formazan
produzidos foram dissolvidos overnight. A absorbéncia foi mensurada em um
espectrofotdmetro (leitor de microplacas BioTek Instruments, Sinergy HT, Winooski,
VT, EUA), no comprimento de onda de 570 nm.

Neste ensaio, primeiramente todas as células foram expostas a uma
concentracao limiar fixa de 50 uM dos compostos AMTAC-10, AMTAC-11, AMTAC-
16, AMTAC-19 e AMTAC-23, incubados por 72 horas. Esta triagem preliminar foi
realizada para inferir quais compostos apresentariam melhor atividade antitumoral.
Em seguida, o composto de maior atividade e a linhagem tumoral em que foi obtido o
maior percentual de inibicdo, foram selecionados para a determinacdo da Clso
(concentracao que produz 50% de inibicdo no crescimento celular) nos tempos de 48
e 72 horas. Para a determinagéo da Clso foram testadas diferentes concentracdes de
AMTAC-19 (3,12 — 200 uM), em quadruplicata, sendo realizado o ensaio conforme
descrito anteriormente. O indice de seletividade foi obtido a partir da razéo entre a Clso
da célula ndo tumoral pela Clso da célula tumoral (DE LIMA SERAFIM et al., 2018).
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4.3.2 Investigagdo de mecanismos de agao antitumoral in vitro

4.3.2.1 Avaliacao da regulagéo do ciclo celular

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células/mL) em placas de 24
pocos com o AMTAC-19 nas concentracdes de 10 e 20 uM (correspondentes a Clsg €
o dobro), por 48 horas. Como droga padrao foi usada a doxorrubicina (2,5 uM). Apés
o tratamento, as células foram coletadas por centrifugacao (500 x g, 20 °C, 5 minutos),
ressuspensas em PBS, fixadas cuidadosamente com etanol 70% previamente gelado,
em vortex, e congeladas (-20 °C) até a analise. No momento da andlise, as células
foram recuperadas por centrifugacdo (400 xg, 10 min, 4 °C), lavadas em PBS e
incubadas com RNase (0,1 mg/mL) e iodeto de propidio (PI; 0,05 mg/mL) (Sigma-
Aldrich, 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.
Os dados foram obtidos com o programa Flowing Software 2.5.1 e tratados no
programa GraphPad Prism 7.0. Foi determinado o percentual de células nas diferentes
fases do ciclo celular (GO, 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
guantidade de DNA nas células em cada fase do ciclo (JAYAT; RATINAUD, 1993).

4.3.2.2 Avaliacdo do mecanismo de morte celular (apoptose/necrose)

4.3.2.2.1 Avaliacdo dos efeitos de AMTAC-19 sobre a externalizacdo da

fosfatidilserina

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células/mL) em placas de 24
pocos com o AMTAC-19 nas concentracdes de 10 e 20 uM (correspondentes a Clsp €
o dobro), por 48 horas. Como controle positivo foi usada a doxorrubicina (2,5 uM).
Apoés o tratamento, as células foram coletadas por centrifugacdo (500 g, 20 °C, 5
minutos), lavadas em PBS, ressuspensas em um tampao de ligacdo e a Anexina V
conjugada com fluoresceina (FITC) foi entdo adicionada, de acordo com as instrucdes

do fabricante (eBioscience, Thermo Fisher, Rochester, NY). As células foram
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incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos, lavadas e ressuspensas com o
tampdao de ligacdo. Em seguida, o iodeto de propidio (IP) (20 pg/mL) foi adicionado. A
anexina V possui alta afinidade com o fosfolipidio fosfatidilserina presente na
membrana externa de células em apoptose. Ja o Pl interage diretamente com o DNA
de células que perderam a integridade de membrana, distinguindo assim células em
apoptose ou necrose (RICCARDI; NICOLETTI, 2006). Em seguida, a leitura foi
realizada em citbmetro de fluxo (FacsCanto Il, BD, EUA), adquirindo-se 10.000
eventos/amostra. Os dados foram obtidos com o programa Flowing Software 2.5.1.

4.3.2.2.2 Quantificagcdo da apoptose por laranja de acridina (LA) e iodeto de
propidio (IP)

As células HCT-116 foram incubadas (1x10°® células/mL) em placas de 24
pocos com o AMTAC-19 na concentracdo de 10 uM, por 48 horas. Como controle
positivo foi usada a doxorrubicina (2,5 uM). Apds o tratamento, as ceélulas foram
coletadas por centrifugacdo (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS,
marcadas com 10 pg/mL de laranja de acridina (uM) e iodeto de propidio (10 pug/mL)
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células recém-coradas foram observadas sob
microscopio confocal de varredura a laser (Leica, Alemanha). As percentagens de
células necroticas viaveis, apoptoéticas precoces, apoptoéticas tardias e secundarias
foram determinadas. Os critérios para identificacdo foram os seguintes: (a) as células
vidveis parecem ter um nudcleo verde claro e uma estrutura intacta; (b) as células
apoptéticas iniciais exibem um nucleo verde claro mostrando condensacdo da
cromatina; (c) as células apoptoticas tardias mostram areas alaranjadas densas
(verde/vermelho) de condensacédo da cromatina e blebs de membrana; (d) as células
necréticas parecem ter ntcleo vermelho (RENVOIZE et al., 1998; TAN;: NORHAIZAN,
2019).

4.3.2.3 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio

A producao 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 quando penetra nas
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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, 0 niumero de
células que emitirdo fluorescéncia, detectadas por citometria de fluxo, € diretamente
proporcional aos niveis de estresse oxidativo.

As células HCT-116 foram incubadas (2x10° células/mL) em placas de 24
pocos com o AMTAC-19 nas concentracdes de 10 e 20 uM (correspondentes a Clsp €
o dobro), por 48 horas. Apés o tratamento, as células foram coletadas por
centrifugacédo (500 x g, 20 °C, 5 minutos), ressuspensas em PBS (2x108 cél/mL),
foram posteriormente marcadas com DCFH-DA (concentracdo final 10 uM) e
incubadas no escuro, durante 30 minutos, a 37 °C. Uma aliquota dessas amostras foi
incubada com peroxido de hidrogénio (H202), na concentracéo final de 500 pM,
utilizado como o controle positivo deste ensaio. Apos o periodo de incubacgéo, os tubos
foram colocados em gelo triturado para suspender a rea¢ao de marcacao do DCF. As
amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo FacsCanto Il (BD, EUA) em 530 nm
de fluorescéncia e 485 nm de comprimento de excitacdo. A quantificacdo das espécies

reativas de oxigénio (EROSs) foi estimada pela intensidade média de fluorescéncia.

4.4 Andlise estatistica

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

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

5.1 Avaliacdo da citotoxicidade de compostos acridinicos em linhagens de

células tumorais e ndo tumorais

Na tabela 1 estéo expressos os percentuais de inibicdo do crescimento celular
dos diferentes compostos acridinicos testados em linhagens de células tumorais
humanas (HCT-116 — carcinoma colorretal, HeLa — colo do atero, SK-MEL-28 —
melanoma, MCF-7— adenocarcinoma de mama, PC-3 — carcinoma de préstata) e ndo
tumorais (L929 - fibroblasto murino e HaCat — queratindcito humano), na
concentragéo de 50 pM.

Pode-se observar que o percentual de inibicdo do crescimento celular variou
de 0 + 0,85%, para o composto AMTAC-23, a 88,56 + 0,58%, para 0 composto
AMTAC-19, nas linhagens tumorais PC-3 e HCT-116, respectivamente. Para as
linhagens nao tumorais, 0 mesmo padrao de resposta foi observado, o composto que
induziu maior percentual de inibicdo do crescimento celular foi o AMTAC-19 (88,08
0,35) na linhagem HaCat, enquanto o AMTAC-23 induziu o0 menor efeito citotoxico
(11,93 £ 1,91%) na linhagem L929.

Comparando os efeitos dos compostos acridinicos testados, pode-se observar
entdo que o AMTAC-19 apresentou 0 mais potente efeito citotdéxico na linhagem HCT-
116 (88,56 + 0,58% de inibicdo do crescimento celular), sendo entdo selecionado esse
composto e essa linhagem de células para a investigacdo de mecanismos de acgao

antitumoral in vitro.
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Tabela 1. Citotoxicidade dos compostos espiro-acridinicos frente linhagens de células

tumorais e ndo tumorais pelo ensaio de MTT apds 72 horas de exposi¢ao

*% (0,
Linhagem e

celular

AMTAC-10 AMTAC-11 AMTAC-16 AMTAC-19 AMTAC-23

HCT-116 62,23 £0,99* 55,11 +1,30* 46,60 +0,74* 88,56 +0,58* 33,41 +0,24*

HelLa NT NT NT 78,45+0,42 11,67 +£0,47
SK-MEL-28 NT NT NT 62,28 + 1,59 1,68 +1,59
MCF-7 36,32+0,79 19,24 +0,67 39,31+ 0,76 66,21 +1,30 20,82+ 1,39
PC-3 NT NT NT 56,38 + 1,39 0+0,85
L929 NT NT NT 70,42+1,74 11,93+191
HaCat NT NT NT 88,08 £ 0,35 NT

Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados foram obtidos de um experimento realizado em quadruplicata e apresentados em
valores de porcentagem de inibicdo obtidos a partir da média + erro padrao da média em comparacgao
com o controle negativo. Linhagens celulares: HCT-116 — Carcinoma colorretal, HeLa — Colo do Gtero,
SK-MEL-28 — Melanoma, MCF-7— Adenocarcinoma de mama, PC-3 — Carcinoma de prostata, L929 —
Fibroblasto murino e HaCat — Queratinécito humano.

*p < 0,05 comparado ao grupo controle

**|C: Inibico do crescimento (porcentagem)

NT: Nao testado

5.2 Avaliacéo dos efeitos de AMTAC-19 sobre a viabilidade de células tumorais

e ndo tumorais

AMTAC-19 reduziu significativamente a viabilidade de células tumorais da
linhagem HCT-116 (Figura 6A), apresentando Clso de 10,35 £ 1,66 uM, ap0s 72 horas.
A viabilidade de células HCT-116 também foi avaliada apds o tratamento de 48 horas
com AMTAC-19 (Figura 6B). Pode-se observar que este composto reduziu
significativamente a viabilidade celular, com Clso de 107,4 £ 1,64 uM.

A doxorrubicina, usada como droga padrao, reduziu a viabilidade celular (Figura

6C), com valor de Clsg determinado em 2,5 £ 0,001 uM, apos 72 horas.
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Figura 6. Efeito de AMTAC-19* e doxorrubicina** sobre a viabilidade de células da
linhagem HCT-116 apds 72 e 48 horas de tratamento
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Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey.

No gréafico A (72 h):2p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19
(3,12 uM); °p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19 (6,25 uM); 9p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-
19 (12,50 uM). No gréafico B (48 h): 3p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao
grupo AMTAC-19 (3,12 puM); °p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19 (6,25 & 100 pM). No grafico C
(72 h):2p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao grupo DXR (0,31 pM); °p < 0,05
comparado ao grupo DXR (0,62 pM); % < 0,05 comparado ao grupo DXR (1,25 puM); p < 0,05
comparado ao grupo DXR (5 e 10 uM).

*AMTAC-19: (E)-1-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4'-
carbonitrila

*DXR: droga padréo doxorrubicina
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Foi também avaliada a viabilidade de células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs), coletadas de voluntarios sadios, bem como de linhagem de
células ndo tumoral (HaCat), apds tratamento com AMTAC-19 por 72 h.

A viabilidade em HaCat (Figura 7A) foi significativamente reduzida por AMTAC-
19, com o valor de Clso de 8,19 + 1,10 uM, e para a doxorrubicina (Figura 7B), o valor
de Clso foi de 0,28 + 0,001uM.

Figura 7. Efeito de AMTAC-19* e doxorrubicina** sobre a viabilidade de células da

linhagem nédo tumoral HaCat apds 72 horas de tratamento
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Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey.

No gréafico A: 2p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19 (3,12
UM); °p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19 (6,25 uM); %p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19
(12,50 uM); No gréafico B:3p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao grupo DXR
(0,31 uM); °p < 0,05 comparado ao grupo DXR (0,62 uM); 9p < 0,05 comparado ao grupo DXR (0,62
HM).

* AMTAC-19: (E)-1-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4'-
carbonitrila

*DXR: doxorrubicina
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Para PBMCs, o AMTAC-19 (Figura 8A) exibiu valor de Clso de 4,89 £+ 1,18 uM,
enquanto a droga padréo doxorrubicina (Figura 8B) apresentou valor de Clso de 0,05
+ 0,002 uM.

Figura 8. Efeito de AMTAC-19* e DXR** sobre a viabilidade de células mononucleares

de sangue periférico (PBMCs) apds 72 horas de tratamento

A PBMC B PBMC
= 100{= | - | ~ 100d,=y | 2 i
}? : b : .SE L b [
s 80 : - e e ! : :
= =
8 601 8 e0-
3 ; 40
3 40 T
S 204 S 20-
> [] “l! g
G ) ] ) c I 1
g O O S O O @ oM
,éo\ o,:\ "o:l’ (\r‘ N o <° Q‘?
& &

AMTAC-19 (uM)

Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como meédia + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey.

No gréafico A: 2p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19 (3,12
UM); ¢p < 0,05 comparado ao grupo AMTAC-19 (6,25 uM);

No gréfico B: 2p < 0,05 comparado ao grupo controle; °p < 0,05 comparado ao grupo DXR (0,31 uM);
°p < 0,05 comparado ao grupo DXR (0,62 uM).

* AMTAC-19: (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila

*DXR: doxorrubicina

Os valores de Clsp do AMTAC-19 e doxorrubicina estdo expressos na

tabela 2, juntamente com o indice de seletividade desses compostos.
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Tabela 2. Valores de Clsp (UM) de AMTAC-19* e doxorrubicina** em células HCT-116,
HaCat e PBMC, apés 72 h de tratamento

CI507 (M) S
Células AMTAC-19 | AMTAC-19 DXR AMTAC-19 DXR
(48 h) (72 h) (72 h) (72 h) (72 h)
HCT-116 107,4+1,64 10,35+1,66 2,5 0,001 - -
HaCat NT 8,19+1,10 0,28 +0,001 0,79 0,10
PBMC NT 4,89+1,18 0,05+ 0,002 0,47 0,02

Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey. HCT-116: carcinoma
colorretal; HaCat: queratinécito humano; PBMC: células mononucleares de sangue periférico humano.
* AMTAC-19: (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila

*DXR: doxorrubicina.

***C|50: concentracdo que inibe 50% de inibicdo do crescimento celular.

**+*|S: indice de seletividade (CI50 da célula ndo tumoral — HaCat ou PBMC)/CI50 da célula tumoral —
HCT-116)

NT: N&o testado.

5.3 Investigacdo do mecanismo de a¢cdo antitumoral in vitro

Para a investigacdo do mecanismo de acao antitumoral de AMTAC-19 foram
utilizadas duas concentracfes (10 e 20 uM), selecionadas a partir do valor da Clso do
composto em linhagem de células HCT-116 (o valor da Clso € o dobro da Clsg). As
analises foram realizadas apos 48 h de tratamento com AMTAC-19, com o objetivo de

avaliar o processo que culmina com a morte celular observada.

5.3.1 Avaliacédo dos efeitos de AMTAC-19 sobre o ciclo celular

AMTAC-19 induziu alteracdes significativas na distribuicdo de células da

linhagem HCT-116 nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 9).
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Pode-se observar que houve um aumento no pico sub-G1 para 19,96 +1,04%
(p<0,05) e 20,41 £ 0,51% (p<0,05), apds tratamento com 10 e 20 uM de AMTAC-19,
respectivamente, em comparacéo ao grupo controle (2,19 * 0,29%). Esse efeito foi
acompanhado de uma redugéo na fase GO/G1 para 40,70 % 1,28% (10 uM; p<0,05)
e 48,14 + 0,68% (20 uM; p<0,05), em relacdo ao grupo controle (81,02 + 0,51%).

Ainda, foi possivel observar que AMTAC-19 induziu significante aumento no
percentual de células nas fases S (12,14 + 1,67% em 10 uM e 12,63 + 1,54% em 20
MM; p<0,05) e G2/M (23,54 +2,03% em 10 uM e 17,39 + 0,20% em 20 uM; p<0,05),
comparado aos respectivos controles (S: 5,29 + 0,65% e G2/M: 7,90 + 0,54%).

Figura 9. Efeito de AMTAC-19* (10 e 20 uM) e DXR** (2,5 uM) sobre a progressao do

ciclo celular apos 48 horas de tratamento
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Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey.

ap < 0,05 comparado ao grupo controle.

* AMTAC-19: (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1'5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4'-
carbonitrila.

*DXR: droga padrédo doxorrubicina
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5.3.2 Avaliagcdo do mecanismo de morte celular (apoptose/necrose)

5.3.2.1 Avaliagdo dos efeitos de AMTAC-19 sobre a externalizagdo da

fosfatidilserina

ApGs 48 h, foi observado que AMTAC-19 (10 ou 20 pM) induziu aumento no
percentual de células marcadas apenas com anexina V (18,37 £ 1,46% e 26,71 £ 0,99,
respectivamente; p<0,05 para ambas), assim como 0 grupo tratado com a
doxorrubicina (39,92 + 1,39; p<0,05) em comparacgéao ao controle (5,09 + 0,50%).

De forma semelhante, pode-se observar que houve aumento significativo no
percentual de células duplamente marcadas apds tratamento com 10 (13,72 + 0,76;
p<0,05) ou 20 (8,32 + 0,12; p<0,05) de AMTAC-19, bem como com a doxorrubicina
(28,01 £ 0,32; p<0,05), em comparacao com o controle (4,80 + 0,37) (Figura 10). Por
outro lado, ndo ocorreram diferenca significativa entre os diferentes grupos e o

controle, em relagdo a marcacao apenas com o IP.

Figura 10. Efeito de AMTAC-19* e DXR** sobre a marcagdo com anexina V/IP em

células HCT-116 apds 48 horas de tratamento
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Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como meédia + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey.

ap < 0,05 comparado ao grupo controle.

*AMTAC-19: (E)-1'-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4'-

carbonitrila. **DXR: droga padrao doxorrubicina
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5.3.2.2 Quantificacdo de apoptose/necrose por microscopia confocal

A analise morfologica por microscopia confocal a laser permitiu a identificagédo
de alteracBes caracteristicas de apoptose, tais como, formacdo de prolongamentos
na membrana celular (“blebs” da membrana), fragmentacéo do DNA, condensagéo da
cromatina e a formacao de corpos apoptéticos, apos tratamento de 72 horas com
10 pM de AMTAC-19 (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Imagens representativas de células HCT-116 marcadas com LA/IP apos
48 horas de tratamento com AMTAC-19* e DXR**

Controle AMTAC-19 (10 uM) Doxo (2,5 uM)

IP (553/650nm) LA (488/550nm)

LA+IP

Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Imagens representativas de células HCT-116 apos 48 horas de incubacdo com AMTAC-19
(10 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM) como droga padrao, marcadas com laranja de acridina (LA) e
iodeto de propideo (IP). As células viaveis apresentam nucleo verde claro e uma estrutura intacta; as
células apoptéticas iniciais exibem um nucleo verde claro mostrando condensacao da cromatina; as
células apoptéticas tardias mostram &reas alaranjadas densas (verde/vermelho) de condensacéo da
cromatina e blebs de membrana; e as células necréticas parecem ter nacleo vermelho.

*AMTAC-19: (E)-1'-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila.

*DXR: droga padréo doxorrubicina
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Figura 12. Imagens representativas ampliadas de células HCT-116 marcadas com
LA/IP apdés 48 horas de tratamento com AMTAC-19* e DXR**

Controle AMTAC-19 (10 pM) Doxo (2,5 uM)

LA+IP

Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Imagens representativas ampliadas de células HCT-116, apés 48 horas de incubacdo com
AMTAC-19 (10 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM), marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto
de propideo (IP). Seta vermelha indica condensacdo da cromatina; seta amarela indica “blebs de
membrana” e seta roxa indica fragmentagao do DNA.

*AMTAC-19: (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila.

*DXR: droga padrdo doxorrubicina

5.3.3 Avaliacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio

A Figura 13 representa o efeito do tratamento com AMTAC-19 nas
concentracfes 10 ou 20 uM sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em linhagem de células HCT-116, utilizando-se o ensaio do DCFH.

AMTAC-19 néo alterou a producéo de EROs na concentragcéo de 10 uM (34,07
+ 1,47) em relacdo ao grupo controle (31,78 + 0,24), no entanto, o aumento da
concentragcdo para 20 pM induziu uma reducao significativa dos niveis de EROs
(16,59 + 0,29; p<0,05).
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Figura 13. Efeito do AMTAC-19* (10 ou 20 uM) na producéo de espécies reativas de

oxigénio (EROs) apds 48 horas de tratamento
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Fonte: SOUSA, 2020

Legenda: Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes em quadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey.

ap < 0,05 comparado ao grupo controle.

*AMTAC-19: (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5-dihidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-

carbonitrila.
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6 DISCUSSAO

Apesar dos avangos no conhecimento das caracteristicas do céancer e do
desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, o nUmero de mortes por cancer
continua aumentando (KHAN, 2018). Isso por que muitas terapias séo invasivas ou
inespecificas, o que reflete em potencial toxicidade, associada também a ineficacia do
tratamento que, por sua vez, pode estar relacionada ao grau de agressividade da
doenca ou aos mecanismos de resisténcia das células neoplasicas (DE ALMEIDA et
al., 2015). Sendo assim, a procura por novos medicamentos para o tratamento do
cancer é incessante (KHAN, 2018).

Nesse contexto, inserem-se 0s compostos acridinicos, 0os quais tém sido
amplamente utilizados como agentes potenciais na terapia anticancer por se
intercalarem no DNA e inibirem a atividade de enzimas topoisomerases (ZHANG et
al., 2016; CUl et al., 2016).

Vislumbrando o potencial farmacolégico de compostos acridinicos para o
tratamento do cancer, diversos compostos dessa classe vém sendo sintetizados e
testados em relacéo a atividade antitumoral e toxicidade (BATISTA, 2019; LISBOA et
al., 2020; MANGUEIRA, 2019; SILVA et al., 2020; SOUSA, 2019).

Nesse sentido, o presente trabalho iniciou com a realizacdo de uma triagem
farmacologica de diferentes compostos acridinicos para avaliacdo da citotoxicidade
em linhagens de células tumorais humanas (HCT-116, HelLa, SK-MEL-28, MCF-7 e
PC-3) e néo tumorais (L929 e HaCat), por meio do ensaio de reducdo do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio).

Os dados de percentuais de inibicdo do crescimento celular apds tratamento
com 50 puM mostram que todos os compostos testados (AMTAC-10, AMTAC-11,
AMTAC-16, AMTAC-19 e AMTAC-23) apresentaram potencial citotoxico em diferentes
linhagens celulares, todavia, o composto AMTAC-23 foi considerado o0 menos
citotoxico, e o AMTAC-19 foi considerado o mais citotoxico para a maioria das
linhagens.

Esse resultado corrobora dados da literatura que mostram potencial
citotoxicidade para outros derivados acridinicos. Almeida e colaboradores (2015)

sintetizaram uma série de derivados de acridina-tiossemicarbazona, sendo o
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composto (Z) -2- (acridin-9-ilmetileno) -N-fenil-hidrazinocarbotioamida o mais ativo
como agente antiproliferativo contra linhagem celulares de glioma (U251), leucemia
(K-562), mama (MCF-7 e NCI-ADR), rim (786-0), pulméo (NCI-460), ovario (OVCAR),
préstata (PC-3) e célon (HT-29). Estudos em linhagem celular de adenocarcinoma
alveolar (A549) mostraram que derivados acridinicos 3,6,9-trissubstituidos fluoretados
desempenharam atividade antiproliferativa por inibir topoisomerase Il e intercala-se
ao DNA (NUNHART et al., 2020). Outros seis derivados da série acridina N-
fenilbenzamida-4-metilamina também mostraram citotoxicidade contra células de
leucemia mieloide crénica (K562), leucemia linfocitica aguda (CCRF-CEM) e linfoma
histiocitico (U937) (ZHANG et al., 2019).

Comparando os dados obtidos para os diferentes compostos, pode-se inferir
gue o AMTAC-19 induziu maior citotoxicidade pois trata-se de um composto
halogenado, que apresenta o elemento bromo (Br) na posi¢céo para em sua estrutura,
contribuindo de forma positiva para a potencial atividade em células tumorais. Outros
acridinicos para-substituidos também apresentaram alta citotoxicidade em diferentes
linhagens de células tumorais (GOUVEIA, 2017). Entdo, supde-se que a para-
substituicdo no anel aromatico com os elementos cloro (ClI), flor (F) e bromo (Br)
favorecem a atividade biologica. Estudos adicionais devem ser realizados para avaliar
a acdo de AMTAC-19 sobre as topoisomerases e a possivel estabilizacdo de um
complexo ternario (DNA, AMTAC-19 e a topoisomerase) pela presenca do elemento
Br no anel aromatico. A formacéo desse complexo pode levar o aumento do periodo
de clivagem do DNA e o impedindo o religamento das fitas ndo ocorre, induzindo o
mecanismo de morte celular programada (ALMEIDA et al., 2016).

O composto AMTAC-19 apresentou seu maior efeito citotoxico frente células
da linhagem de carcinoma colorretal humano HCT-116. De fato, dados da literatura
demonstram a atividade antitumoral de compostos acridinicos contra células de
carcinoma colorretal (BOROWA-MAZGAJ et al., 2017; FU et al., 2017). Ainda, dados
recentes publicados pelo nosso grupo de pesquisa corroboram esses achados, uma
vez que o hibrido tiofeno-acridinico 2-((6-Chloro-2-methoxy-acridin-9-yl)amino)-
5,6,7,8-tetrahydro-4H-cyclohepta[b]-thiophene-3-carbonitrile (ACSO03) induziu
citotoxicidade seletiva para células HCT-116 (LISBOA et al., 2020).

O cancer colorretal é responsavel por 10% dos casos de cancer diagnosticados

por ano em todo o mundo, considerado o segundo cancer mais acometido pelas
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mulheres e o terceiro em homens (BRAY et al., 2018). O indice de mortalidade nas
mulheres é aproximadamente 25% menor comparado aos homens, e varia de acordo
com o desenvolvimento do pais. Sendo assim, o processo de globalizacdo e o
crescimento dos paises implica no aumento da incidéncia de cancer colorretal no
mundo, aproximadamente 2,5 milhdes de novos casos em 2035 (ARNOLD et al.,
2017).

Neste contexto, varios fatores extrinsecos contribuem para predisposi¢cao da
doenca, tais como tabagismo (BOTTERI et al., 2008), ingestdo excessiva de alcool
(CAl et al., 2014), obesidade (KYRGIOU et al., 2017) e ingestdo de carne vermelha
(CHAN et al., 2011). Esses fatores impulsionam para o desenvolvimento do cancer
colorretal, caracteristico pela formacado de uma cripta aberrante a partir de células
troncos com alteracdes genéticas e epigenéticas (MUZNY et al., 2012), que inativam
genes supressores de tumor e ativam oncogénese responsaveis pela progressédo da
lesdo e desenvolvimento da neoplasica (MEDEMA, 2013; NASSAR; BLANPAIN,
2016).

Os avancos no diagndstico e a compreensao fisiopatologica ampliam as op¢des
de tratamento, que incluem excisdo cirurgica, radioterapia pré-operatéria e terapia
sistémica, quimioterapia e imunoterapia (DEKKER et al., 2019). No entanto, tais
terapias sao limitantes, pois as células-tronco e a heterogeneidade do tumor s&o
capazes de aumentar o potencial de auto-renovacdo das células tumorais
favorecendo o desevolvimento de resisténcia as terapias convencionais (MANHAS et
al., 2016).

Dados da literatura mostram o potencial farmacologico de compostos
acridinicos contra células de carcinoma colorretal (LISBOA et al., 2020). Neste
trabalho, os resultados obtidos com AMTAC-19 indicam que o composto foi capaz de
induzir efeito antitumoral em células de carcinoma colorretal HCT-116.

Portando, o derivado espiro-acridinico AMTAC-19 foi selecionado para a
continuacdo dos estudos e investigacdo dos possiveis mecanismos de acéo
envolvidos na sua atividade antitumoral.

Em seguida, para melhor caracterizar o efeito citotoxico de AMTAC-19, seus
efeitos sobre a viabilidade de células tumorais HCT-116 foram avaliados apos

diferentes periodos de tratamento (48 e 72 horas). Nessas células, os dados da
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concentragao que inibe 50% do crescimento celular (Clso) sugerem que o tratamento
de 48 horas foi menos efetivo que o tratamento de 72 horas.

A utilizacdo de ensaios toxicoldgicos que avaliem possiveis alteracdes em nivel
celular e tecidual sdo fundamentais para o desenvolvimento de novos agentes
anticaAncer mais eficazes e menos toxicos (DE MELO REGO et al., 2017). Assim, para
avaliar o balanco entre a toxicidade e a atividade farmacoldgica, a citotoxicidade de
AMTAC-19 foi estudada em células ndo tumorais (HaCat e PBMC) ap6s 72 horas de
tratamento, e o indice de seletividade para células HCT-116 foi calculado em relacéo
as duas células ndo tumorais.

Observou-se que AMTAC-19 possui potencial citotoxico também para células
ndo tumorais, o0 que ja é descrito na literatura para outros compostos dessa classe
(ALMEIDA et al., 2015). Em contrapartida, a droga padrao utilizada, doxorrubicina,
exibiu potencial citotoxico para as células ndo tumorais superior ao induzido pelo
AMTAC-19, o que pode ser confirmado pelo indice de seletividade maior do AMTAC-
19 para células HCT-116 em comparacao com o indice obtido para a doxorrubicina.

Entdo, sabendo-se que todas as drogas antineoplasicas disponiveis na clinica
apresentam significativa toxicidade e levam ao surgimento de varios efeitos colaterais,
como mielossupressao, alopecia, nauseas, vomitos (DICKENS; AHMED, 2018), a
observacéao de citotoxicidade em células ndo tumorais induzida pelo AMTAC-19 néo
€ um fator limitante para a continuacao dos estudos e caracterizacéo de sua atividade
farmacoldgica.

Para a investigacdo do mecanismo de acdo antitumoral, foram escolhidas duas
concentracbes de AMTAC-19, a saber, o valor da Clsp (10 pM) e o dobro da Clsg
(20 uM), e o tempo de tratamento selecionado para andlise foi de 48 horas,
considerando que o objetivo era identificar os processos que ocorrem durante a morte
celular induzida pelo composto.

Inicialmente foi investigado o efeito de AMTAC-19 sobre a distribuicdo de
células HCT-116 nas diferentes fases do ciclo celular, uma vez que, diversas drogas
antineoplésicas atuam nesse processo, tais como o 5-fluorouracil (5-FU), metotrexato,
tioguanina (6-TG), doxorrubicina (TRENDOWSKI, 2015), além de compostos
acridinicos (BOROWA-MAZGAJ et al., 2017; SILVA et al., 2020).

Na andlise do ciclo celular, o AMTAC-19 induziu um aumento no contetdo de

DNA sub-diploide, evidenciado pelo aumento no pico sub-G1. No contexto do estudo
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do ciclo celular, as células na fase GO/G1 apresentam ploidia tipica (2n), as células na
fase S apresentam uma maior quantidade de DNA (>2n), e as células que estédo
prestes a sofrer citocinese (4n) indicam a fase fase G2/M. Entéo, as células situadas
no pico hipodiploide sub-G1 possuem conteudo de DNA menor que 2n e podem
representar aumento na ocorréncia de DNA fragmentado, caracteristico de apoptose
(ZAVERI; DHAWAN, 2018).

O resultado encontrado para o AMTAC-19 corrobora dados obtidos por Silva e
colaboradores (2020) que mostraram que o0 composto AMTAC-17 induziu um aumento
no pico sub-G1, associado a uma diminui¢do na fase GO/G1 em modelo in vivo de
carcinoma ascitico de Ehrlich (SILVA et al., 2020). Estudos realizados com outro
derivado acridinico mostraram um aumento significativo na fragéo de células sub-G1,
vinculada a reducgéo do contetdo de DNA em células do carcinoma epitelial do ducto
pancreatico (Panc-1) e células de carcinoma epitelial de pancreas (MiaPaCa-2),
caracteristico da fase de apoptose em estudos in vitro (BOROWA-MAZGAJ et al.,
2017).

Além disso, foi também possivel observar que AMTAC-19 causou parada no
ciclo celular nas fases S e G2/M. Muitos compostos anticancer exercem seu efeito
inibidor sobre o crescimento, a sintese do material genético e a progressao do ciclo
celular por agirem em um determinado ponto de verificacdo do ciclo celular ou por
inducdo de apoptose, ou uma combinacdo de ambos (KOVVURI et al., 2018). Os
agentes antimetabolitos, por exemplo, exercem seus efeitos por bloquearem
bioquimicamente a sintese do DNA, sendo especificos para atuarem na fase S do
ciclo celular, como metotrexato (MXT), 5-fluorouracil (5-FU) e 6-mercaptopurina (6-
MP) (CHEN et al., 2017).

Nesse sentido, pode-se sugerir que AMTAC-19 induziu um acumulo de células
na fase S, o que esta associado a uma parada no ciclo celular, impedindo a sintese
do material genético e a multiplicacdo celular. Esse dado corrobora efeitos
semelhantes observados para os derivados acridinicos de 9- (2- (1-ariletilideno)
hidrazinil), que levaram a uma parada no ciclo celular na fase S. Os autores sugeriram
entdo que o mecanismo de acao desses derivados envolve a ligacdo a topoisomerase
I, que pode bloguear a replicacdo do DNA, e interromper o ciclo na fase S, implicando
na inducéo de apoptose (HAIDER et al., 2019).
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J& o efeito em induzir parada no ciclo celular na fase G2/M é um indicativo de
acdo antimitdtica. Considerando que compostos acridinicos sdo conhecidos como
intercalantes de DNA e inibidores de topoisomerases, 0 que esta associado a acao
antimitética, testes adicionais devem ser realizados para avaliar a possivel inibicao
desta enzima pelo AMTAC-19. Vérios inibidores de topoisomerase utilizados
clinicamente atuam inibindo a mitose, por exemplo, etoposideo (KATZ; BALTZ, 2016),
vimblastina e paclitaxel (PHAM et al., 2019).

Dados da literatura mostram que diferentes derivados da acridina, que sao
inibidores de topoisomerase, bloqueiam o ciclo celular em G2/M e induzem parada na
fase G2/M com acumulo transitério de células nesse compartimento (BOROWA-
MAZGAJ et al., 2017); NUNHART et al., 2020). A parada do ciclo celular nessa fase é
um importante sinal para que ocorra reparo nos danos celulares. Se ndao ocorrer o
reparo, mecanismos apoptoticos sédo frequentemente ativados (KHWAJA et al., 2018).

Na sequéncia, considerando os dados que indicam a inducdo de apoptose na
analise do ciclo celular, os efeitos de AMTAC-19 sobre o processo de morte celular
(apoptose/necrose) foram investigados.

Em andlise por citometria de fluxo, os dados para o AMTAC-19 mostram que
houve um aumento no percentual de células marcadas com anexina V, que é capaz
de se ligar a fosfatidilserina, um fosfolipideo externalizado em células apoptoticas,
sendo este um importante indicador de apoptose inicial. Ainda, houve um aumento
das células duplamente marcadas (anexina V+/IP+), o que € indicativo de apoptose
tardia/necrose, uma vez que, nesse caso, houve marcacéo celular com o IP, o que
sugere perda da integridade da membrana plasmatica.

Apés tratamento com o AMTAC-19, em andlise por microscopia confocal, foi
possivel observar alteracdes morfoldgicas nas células, como a presenca de blebs de
membrana, fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina. Todas essas
alteracdes morfolégicas confirmam a inducdo de apoptose pelo composto acridinico
em estudo.

Dados da literatura mostram que outros derivados acridinicos induzem morte
celular por apoptose, como o 5’-0xo-1’-fenil-1’,5’-diidro-10h-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-
4’-carbonitrila (ACMD) que aumentou o percentual de células marcadas com anexina
V/PI (SOUSA, 2019). O composto 9-cloro-2- (3- (dimetilamino) propil) pirrolo [2,3,4-

kl] acridin-1 (2H) -ona induziu danos no DNA e apoptose mediada pela caspase -8 em

70



células de linhagens carcinoma colorretal (HCT-116, LoVo e DLD1) (FU et al., 2017).
Borowa-Mazgaj e colaboradores (2017) evidenciaram o potencial apoptotico do 9-(2’-
hidroxietilamino)-4-metil-1-nitroacridina em células Panc-1 e células MiaPaCa-2, e o
9-(2-carbetoxil)etilamino-3-nitroacridina em células de adenocarcinoma mamario
(MCF-7 e MDA-MB-231), nas quais foram observadas alteragbes morfoldgicas
caracteristicas de apoptose, como condensacdo da cromatina e formacéo de corpos
apoptoticos. Ainda, os compostos derivados de acridina tiossemicarbazidas em
células MT-4 (leucemia linfoblastica aguda) induziram altera¢cdes morfoldégicas como
blebs de membrana e corpos apoptéticos, indicando a apoptose das células (CHEN
et al., 2019).

No céancer, espécies reativas de oxigénio (EROs) exercem efeito dual (pré-
tumoral ou citotoxico), a depender dos niveis de exposicao celular a essas espécies.
Nesse contexto, células tumorais aumentam a producdo de EROs que atuam como
moléculas de sinalizagcédo celular promovendo transformacao celular, estimulando o
crescimento e proliferacdo, inibindo vias pré-apoptoéticas e favorecendo a invasao e
metastase (PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017). O aumento nos niveis de EROs
promove o desequilibrio da sinalizacdo celular e potencializa a expresséo de genes,
culminando na proliferacdo celular descontrolada e formac&o e manutencao do tumor.
Além disso, estas espécies induzem a expressao de genes supressores da apoptose,
gerando instabilidade gendmica, o que leva a diminuicdo da defesa antioxidante do
organismo contra metastase (FIOCCHETTI etal., 2019; MOLONEY; COTTER, 2018)).

Nesse contexto, apesar do mecanismo de citotoxicidade induzido por EROs ser
bem caracterizado, quando ocorre a inducdo de estresse oxidativo por drogas
citotoxicas, tais como doxorrubicina, gencitabina e camptotecina (GALADARI et al.,
2017), o mecanismo de inibicdo de EROs em células tumorais pode ser uma
alternativa terapéutica contra o cancer (LI et al., 2014). De fato, drogas antitumorais
tém mostrado efeito antioxidante associado a atividade antitumoral (CHIEN et al.,
2018; SAEZ et al., 2018) incluindo compostos acridinicos (HAIDER et al., 2019).

Os dados obtidos para o AMTAC-19 mostram que houve reducédo de EROs em
células HCT-116, sugerindo que o efeito antioxidante esta envolvido no mecanismo
de acdo antitumoral. Esses dados corroboram os achados de Sousa (2019) que
mostram que o derivado acridinico ACMD, em modelo de tumor de Ehrlich, também

induziu reducédo dos niveis de EROs. Outros compostos acridinicos mostram efeitos
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semelhantes, por exemplo, o os derivados acridinicos de 9- (2- (1-ariletilideno)
hidrazinil, induziu efeito antioxidante em células HeLa (HAIDER et al., 2019).
Considerando todos os dados apresentados, pode-se inferir que AMTAC-19
apresenta efeito antitumoral in vitro na linhagem de carcinoma colorretal HCT-116,
com mecanismos de acdo envolvendo alteragcdes no ciclo celular, inducéo de
apoptose e efeito antioxidante. Sendo assim, esse trabalho caracteriza um novo
composto espiro-acridinico com potencial antitumoral promissor, o que subsidia a
realizacdo de estudos néo-clinicos e clinicos adicionais, com o objetivo de contribuir

com a descoberta de novos candidatos a farmacos para o tratamento do cancer.
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Conclusdo



7 CONCLUSAO

Com base nos estudos in vitro realizados, foi possivel concluir que:

« Os compostos acridinicos testados induziram citotoxicidade em diferentes linhagens
de células tumorais e ndo tumorais, sendo o AMTAC-23 0 composto menos citotoxico,

e 0 AMTAC-19 o composto mais citotdxico;

+ AMTAC-19 induziu o mais potente efeito antitumoral in vitro em células de

carcinoma colorretal HCT-116, apos 72 horas de tratamento;

* O mecanismo de acao antitumoral de AMTAC-19 envolve a interferéncia no ciclo

celular (parada em S e G2/M), a inducao de apoptose e efeito antioxidante.

74



Referéncias



REFERENCIAS

ALIMBETOV, D. et al. Pharmacological Targeting of Cell Cycle, Apoptotic and Cell
Adhesion Signaling Pathways Implicated in Chemoresistance of Cancer Cells.
International Journal of Molecular Sciences, v. 19, n. 6, p. 1690, 6 jun. 2018.
ALMEIDA, S. M. V. DE et al. New spiro-acridines: DNA interaction, antiproliferative
activity and inhibition of human DNA topoisomerases. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 92, p. 467-475, nov. 2016.

ANSARIZADEH, F.; SINGH, M.; RICHARDS, D. Modelling of tumor cells regression
in response to chemotherapeutic treatment. Applied Mathematical Modelling, v. 48,
p. 96-112, ago. 2017.

ARNOLD, M. et al. Global patterns and trends in colorectal cancer incidence and
mortality. Gut, v. 66, n. 4, p. 683-691, abr. 2017.

ATANASOV, A. G. et al. Discovery and resupply of pharmacologically active plant-
derived natural products: A review. Biotechnology Advances, v. 33, n. 8, p. 1582—
1614, dez. 2015.

BARROS, F. W. A. et al. Synthesis and cytotoxic activity of new acridine-thiazolidine
derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 20, n. 11, p. 3533-3539, jun.
2012.

BATISTA, T. M. Toxicidade e atividade antitumoral do derivado acridinico (E)-1’-{(4-
fliorbenzilideno)-amino}-5’oxo-1,5'diidro-10H-espiro[acridina- 9,2’-pirrol]-
4’carbonitrila (AMTAC-07). Tese de Doutorado. Universidade Federal da Paraiba,
p. 127, 2019.

BONELLI, M. et al. Multiple effects of CDK4/6 inhibition in cancer: From cell cycle
arrest to immunomodulation. Biochemical Pharmacology, v. 170, n. September, p.
113676, dez. 2019.

BOOTH, L. A.; ROBERTS, J. L.; DENT, P. The role of cell signaling in the crosstalk
between autophagy and apoptosis in the regulation of tumor cell survival in response
to sorafenib and neratinib. Seminars in Cancer Biology, n. January, p. 0-1, 2019.
BOROWA-MAZGAJ, B. et al. The overexpression of CPR and P450 3A4 in
pancreatic cancer cells changes the metabolic profile and increases the cytotoxicity
and pro-apoptotic activity of acridine antitumor agent, C-1748. Biochemical
Pharmacology, v. 142, p. 21-38, out. 2017.



BOTTERI, E. et al. Smoking and Colorectal Cancer. JAMA, v. 300, n. 23, p. 2765, 17
dez. 2008.

BOWARD, B.; WU, T.; DALTON, S. Concise Review: Control of Cell Fate Through
Cell Cycle and Pluripotency Networks. STEM CELLS, v. 34, n. 6, p. 1427-1436, jun.
2016.

BRAY, F. et al. Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence
and mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for
Clinicians, v. 68, n. 6, p. 394—-424, nov. 2018.

BURSTEIN, H. J. et al. Clinical Cancer Advances 2017: Annual Report on Progress
Against Cancer From the American Society of Clinical Oncology. Journal of Clinical
Oncology, v. 35, n. 12, p. 1341-1367, 20 abr. 2017.

CAl, S. et al. Alcohol drinking and the risk of colorectal cancer death. European
Journal of Cancer Prevention, v. 23, n. 6, p. 532-539, nov. 2014.

CHAN, D. S. M. et al. Red and Processed Meat and Colorectal Cancer Incidence:
Meta-Analysis of Prospective Studies. PLoS ONE, v. 6, n. 6, p. 20456, 6 jun. 2011.
CHATTERJEE, A.; RODGER, E. J.; ECCLES, M. R. Epigenetic drivers of
tumourigenesis and cancer metastasis. Seminars in Cancer Biology, v. 51, n.
August, p. 149-159, ago. 2018.

CHEN, H. et al. Tubulin Inhibitor-Based Antibody-Drug Conjugates for Cancer
Therapy. Molecules, v. 22, n. 8, p. 1281, 1 ago. 2017.

CHEN, R. et al. Design, synthesis, antimicrobial, and anticancer activities of acridine
thiosemicarbazides derivatives. Molecules, v. 24, n. 11, p. 1-15, 2019.

CHENG, C.-W.; TSE, E. PIN1 in Cell Cycle Control and Cancer. Frontiers in
Pharmacology, v. 9, n. NOV, p. 1-10, 26 nov. 2018.

CHIEN, J. T. et al. Antioxidant property of Taraxacum formosanum Kitam and its
antitumor activity in non-small-cell lung cancer cells. Phytomedicine, v. 49, n. April,
p. 1-10, out. 2018.

CHONG, Q.-Y. et al. A unique CDK4/6 inhibitor: Current and future therapeutic
strategies of abemaciclib. Pharmacological Research, v. 156, p. 104686, jun. 2020.
COSSARIZZA, A. et al. Simultaneous analysis of reactive oxygen species and
reduced glutathione content in living cells by polychromatic flow cytometry. Nature
Protocols, v. 4,n. 12, p. 1790-1797, 2009.

COTTU, P. et al. Letrozole and palbociclib versus chemotherapy as neoadjuvant

therapy of high-risk luminal breast cancer. Annals of Oncology, v. 29, n. 12, p.



2334-2340, dez. 2018.

CUI, L. et al. Apoptosis induction by alantolactone in breast cancer MDA-MB-231
cells through reactive oxygen species-mediated mitochondrion-dependent pathway.
Archives of Pharmacal Research, v. 41, n. 3, p. 299-313, 6 mar. 2018.
DANCSOK, A. R.; ASLEH-ABURAYA, K.; NIELSEN, T. O. Advances in sarcoma
diagnostics and treatment. Oncotarget, v. 8, n. 4, p. 7068-7093, 24 jan. 2017.
DARLING, S. et al. Regulation of the cell cycle and centrosome biology by
deubiquitylases. Biochemical Society Transactions, v. 45, n. 5, p. 1125-1136, 15
out. 2017.

DE ALMEIDA, S. et al. Synthesis, DNA Binding, and Antiproliferative Activity of Novel
Acridine-Thiosemicarbazone Derivatives. International Journal of Molecular
Sciences, v. 16, n. 12, p. 13023-13042, 9 jun. 2015.

DE ALMEIDA, S. M. V. et al. DNA binding and Topoisomerase inhibition: How can
these mechanisms be explored to design more specific anticancer agents?
Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 96, n. October, p. 1538-1556, dez. 2017.
DE LA HOZ POLO, M. et al. Surgical considerations when reporting MRI studies of
soft tissue sarcoma of the limbs. Skeletal Radiology, v. 46, n. 12, p. 1667-1678, 7
dez. 2017.

DE LIMA SERAFIM, V. et al. New thiophene-acridine compounds: Synthesis,
antileishmanial activity, DNA binding, chemometric, and molecular docking studies.
Chemical Biology & Drug Design, v. 91, n. 6, p. 1141-1155, jun. 2018.

DE MELO REGO, M. J. B. et al. Synthesis and Anticancer Evaluation of
Thiazacridine Derivatives Reveals New Selective Molecules to Hematopoietic
Neoplastic Cells. Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening, v. 20,
n. 8, p. 804-819, 20 dez. 2017.

DEKKER, E. et al. Colorectal cancer. The Lancet, v. 394, n. 10207, p. 1467-1480,
out. 2019.

DICKENS, E.; AHMED, S. Principles of cancer treatment by chemotherapy. Surgery
(Oxford), v. 36, n. 3, p. 134-138, mar. 2018.

DOELLO, K. The role of trophoblastic epigenetic reprogrammation in benign tumor
cells on malignant progression: A molecular hypothesis. Medical Hypotheses, v.
113, n. August 2017, p. 6871, abr. 2018.

FAHRENHOLTZ, C. D. et al. Design and cellular studies of a carbon nanotube-based

delivery system for a hybrid platinum-acridine anticancer agent. Journal of



Inorganic Biochemistry, v. 165, p. 170-180, dez. 2016.

FALAHATGAR, D. et al. Expression and Evaluation of HuscFv Antibody -PE40
Immunotoxin for Target Therapy of EGFR-Overexpressing Cancers. Iranian Journal
of Biotechnology, v. 16, n. 4, p. 241-247, 1 nov. 2018.

FANG, Y.-P. et al. Amsacrine analog-loaded solid lipid nanoparticle to resolve
insolubility for injection delivery: characterization and pharmacokinetics. Drug
Design, Development and Therapy, v. 10, p. 1019, mar. 2016.

FARRAN, B.; MULLER, S.; MONTENEGRO, R. C. Gastric cancer management:
Kinases as a target therapy. Clinical and Experimental Pharmacology and
Physiology, v. 44, n. 6, p. 613-622, jun. 2017.

FELIP-LEON, C. et al. Synthesis, spectroscopic studies and biological evaluation of
acridine derivatives: The role of aggregation on the photodynamic efficiency.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 28, n. 5, p. 869-874, mar. 2018.
FIOCCHETTI, M. et al. Neuroglobin: A Novel Player in the Oxidative Stress
Response of Cancer Cells. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, v. 2019, p.
1-9, 1 jul. 2019.

FU, W. et al. A novel acridine derivative, LS-1-10 inhibits autophagic degradation and
triggers apoptosis in colon cancer cells. Cell Death & Disease, v. 8, n. 10, p. e3086—
e3086, 5 out. 2017.

GAJULAPALLI, V. N. R. et al. Oestrogen receptor negativity in breast cancer: a
cause or consequence? Bioscience Reports, v. 36, n. 6, p. 1-14, 1 dez. 2016.
GALADARI, S. et al. Reactive oxygen species and cancer paradox: To promote or to
suppress? Free Radical Biology and Medicine, v. 104, n. December 2016, p. 144—
164, mar. 2017.

GAO, C. et al. Synthesis and biological evaluation of benzimidazole acridine
derivatives as potential DNA-binding and apoptosis-inducing agents. Bioorganic &
Medicinal Chemistry, v. 23, n. 8, p. 1800-1807, abr. 2015.

GAOQ, Y. et al. Cerium oxide nanopatrticles in cancer. OncoTargets and Therapy, V.
7, p. 835, maio 2014.

GIACOMELLO, M. et al. The cell biology of mitochondrial membrane dynamics.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 21, n. 4, p. 204-224, 18 abr. 2020.
GILL, J. G.; PISKOUNOVA, E.; MORRISON, S. J. Cancer, Oxidative Stress, and
Metastasis. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology, v. 81, n. 1, p.
163-175, 2016.



GILMORE, A.; KING, L. Emerging approaches to target mitochondrial apoptosis in
cancer cells. F1000Research, v. 8, p. 1793, 24 out. 2019.

GOUVEIA, R. G. rawny 2017.pdf. Dissertacdo de Mestrado. Universidade
Estadual da Paraiba, p. 129, 2017.

GOUVEIA, R. G. et al. Synthesis, DNA and protein interactions and human
topoisomerase inhibition of novel Spiroacridine derivatives. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, v. 26, n. 22, p. 5911-5921, dez. 2018.

GRANT, G. D.; COOK, J. G. The Temporal Regulation of S Phase Proteins During
G1. In: Physiology & Behavior. [s.l: s.n.]. v. 176p. 335-369.

HAIDER, M. R. et al. Novel 9-(2-(1-arylethylidene)hydrazinyl)acridine derivatives:
Target Topoisomerase 1 and growth inhibition of HeLa cancer cells. Bioorganic
Chemistry, v. 88, n. April, p. 102962, jul. 2019.

HANAHAN, D. Rethinking the war on cancer. The Lancet, v. 383, n. 9916, p. 558—
563, fev. 2014.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell,
v. 144, n. 5, p. 646—674, mar. 2011.

HINZ, B.; LAGARES, D. Evasion of apoptosis by myofibroblasts: a hallmark of fibrotic
diseases. Nature Reviews Rheumatology, 2 dez. 2019.

HISADA, Y.; MACKMAN, N. Tissue Factor and Cancer: Regulation, Tumor Growth,
and Metastasis. Seminars in Thrombosis and Hemostasis, v. 45, n. 04, p. 385—
395, 16 jun. 2019.

HYNDMAN, I. J. Review: the Contribution of both Nature and Nurture to
Carcinogenesis and Progression in Solid Tumours. Cancer Microenvironment, v. 9,
n. 1, p. 63-69, 11 abr. 2016.

INCA. Causas e Prevencdao Estatisticas de cancer. Disponivel em:
<https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer>.

JAN, R.; CHAUDHRY, G.-S. Understanding Apoptosis and Apoptotic Pathways
Targeted Cancer Therapeutics. Advanced Pharmaceutical Bulletin, v. 9, n. 2, p.
205-218, 1 jun. 2019.

JAYAT, C.; RATINAUD, M. H. Cell cycle analysis by flow cytometry: Principles and
applications. Biology of the Cell, v. 78, n. 1-2, p. 15-25, 1993.

KATZ, L.; BALTZ, R. H. Natural product discovery: past, present, and future. Journal
of Industrial Microbiology & Biotechnology, v. 43, n. 2-3, p. 155-176, 6 mar.
2016.



KHAN, R. A. Natural products chemistry: The emerging trends and prospective goals.
Saudi Pharmaceutical Journal, v. 26, n. 5, p. 739-753, jul. 2018.

KHWAJA, S. et al. Antiproliferative efficacy of curcumin mimics through microtubule
destabilization. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 151, p. 51-61, maio
2018.

KIMIZ-GEBOLOGLU, I.; GULCE-IZ, S.; BIRAY-AVCI, C. Monoclonal antibodies in
cancer immunotherapy. Molecular Biology Reports, v. 45, n. 6, p. 2935-2940, 11
dez. 2018.

KIZHEDATH, A.; WILKINSON, S.; GLASSEY, J. Applicability of Traditional In Vitro
Toxicity Tests for Assessing Adverse Effects of Monoclonal Antibodies: A Case Study
of Rituximab and Trastuzumab. Antibodies, v. 7, n. 3, p. 30, 17 ago. 2018.
KLAUNIG, J. E. Oxidative Stress and Cancer. Current Pharmaceutical Design, v.
24, n. 40, p. 4771-4778, 15 mar. 2019.

KLIESER et al. The Crosstalk of miRNA and Oxidative Stress in the Liver: From
Physiology to Pathology and Clinical Implications. International Journal of
Molecular Sciences, v. 20, n. 21, p. 5266, 23 out. 2019.

KOENE, R. J. et al. Shared Risk Factors in Cardiovascular Disease and Cancer.
Circulation, v. 133, n. 11, p. 1104-1114, 15 mar. 2016.

KOGURE, K. et al. Neck and Occipital Pain Caused by Deep Cervical Intramuscular
Lipoma: A Surgical Case. Journal of Nippon Medical School, v. 84, n. 2, p. 96-99,
2017.

KOVVURI, J. et al. Design, synthesis and biological evaluation of new B-carboline-
bisindole compounds as DNA binding, photocleavage agents and topoisomerase |
inhibitors. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 143, p. 1563-1577, jan.
2018.

KYRGIOU, M. et al. Adiposity and cancer at major anatomical sites: umbrella review
of the literature. BMJ, v. 356, p. j477, 28 fev. 2017.

LI, X. et al. A CCL2/ROS autoregulation loop is critical for cancer-associated
fibroblasts-enhanced tumor growth of oral squamous cell carcinoma.
Carcinogenesis, v. 35, n. 6, p. 1362-1370, jun. 2014.

LIANG, F. et al. The crosstalk between STAT3 and p53/RAS signaling controls
cancer cell metastasis and cisplatin resistance via the Slug/MAPK/PI3K/AKT-
mediated regulation of EMT and autophagy. Oncogenesis, v. 8, n. 10, p. 59, 9 out.
20109.



LIGUORI, I. et al. Oxidative stress, aging, and diseases. Clinical Interventions in
Aging, v. Volume 13, p. 757-772, abr. 2018.

LISBOA, T. et al. Toxicity and antitumor activity of a thiophene-acridine hybrid.
Molecules, v. 25, n. 1, 2020.

LU, Z. et al. Activation of reactive oxygen species-mediated mitogen-activated protein
kinases pathway regulates both extrinsic and intrinsic apoptosis induced by
arctigenin in Hep G2. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 72, n. 1, p. 29—
43, 15 jan. 2020.

MANASA, V.; KANNAN, S. Impact of microRNA dynamics on cancer hallmarks: An
oral cancer scenario. Tumor Biology, v. 39, n. 3, p. 101042831769592, 28 mar.
2017.

MANGUEIRA, V. M. et al. A new acridine derivative induces cell cycle arrest and
antiangiogenic effect on Ehrlich ascites carcinoma model. Biomedicine and
Pharmacotherapy, v. 90, p. 253-261, 2017.

MANGUEIRA, V. M. Efeitos antitumoral e antinociceptivo do n’-(6-cloro-2-
metoxiacridin- 9-il)-2-cianoacetohidrazide (ACS-AZ), um novo derivado acridinico.
Tese de Doutorado. Universidade Federal da Paraiba, p. 144, 2019.

MANHAS, J. et al. Characterization of cancer stem cells from different grades of
human colorectal cancer. Tumor Biology, v. 37, n. 10, p. 14069-14081, 9 out. 2016.
MARTINEZ-RODRIGUEZ, N. L.; TAVAREZ, S.; GONZALEZ-SANCHEZ, Z. I. In vitro
toxicity assessment of zinc and nickel ferrite nanopatrticles in human erythrocytes and
peripheral blood mononuclear cell. Toxicology in Vitro, v. 57, n. January, p. 54-61,
jun. 2019.

MEDEMA, J. P. Cancer stem cells: The challenges ahead. Nature Cell Biology, v.
15, n. 4, p. 338-344, 2 abr. 2013.

MENEZES, T. M. et al. Spiro-acridine inhibiting tyrosinase enzyme: Kinetic, protein-
ligand interaction and molecular docking studies. International Journal of
Biological Macromolecules, v. 122, p. 289-297, fev. 2019.

MOLONEY, J. N.; COTTER, T. G. ROS signalling in the biology of cancer. Seminars
in Cell & Developmental Biology, v. 80, p. 50-64, ago. 2018.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application
to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v. 65,
n. 1-2, p. 55-63, 1983.

MUNAWAR, R. et al. Synthesis of 9-Aminoacridine Derivatives as Anti-Alzheimer



Agents. American Journal of Alzheimer’s Disease & Other Dementiasr, v. 31, n.
3, p. 263-269, 17 maio 2016.

MUZNY, D. M. et al. Comprehensive molecular characterization of human colon and
rectal cancer. Nature, v. 487, n. 7407, p. 330-337, 18 jul. 2012.

NAGATA, S. Apoptosis and Clearance of Apoptotic Cells. Annual Review of
Immunology, v. 36, n. 1, p. 489-517, 26 abr. 2018.

NAPOLI, M.; FLORES, E. R. The p53 family reaches the final frontier: the variegated
regulation of the dark matter of the genome by the p53 family in cancer. RNA
Biology, v. 00, n. 00, p. 1-12, 7 jan. 2020.

NASSAR, D.; BLANPAIN, C. Cancer Stem Cells: Basic Concepts and Therapeutic
Implications. Annual Review of Pathology: Mechanisms of Disease, v. 11, n. 1, p.
47-76, 23 maio 2016.

NUNHART, P. et al. Fluorinated 3,6,9-trisubstituted acridine derivatives as DNA
interacting agents and topoisomerase inhibitors with A549 antiproliferative activity.
Bioorganic Chemistry, v. 94, n. September 2019, p. 103393, 2020.
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS). OMS: cancer mata 8,8 milhées de
pessoas anualmente no mundo. Disponivel em: <https://nacoesunidas.org/oms-
cancer-mata-88-milhoes-de-pessoas-anualmente-no-mundo/>.
PAJUELO-LOZANO, N. et al. XPA, XPC, and XPD Modulate Sensitivity in Gastric
Cisplatin Resistance Cancer Cells. Frontiers in Pharmacology, v. 9, n. OCT, p. 1—
11, 17 out. 2018.

PHAM, J. V. et al. A Review of the Microbial Production of Bioactive Natural Products
and Biologics. Frontiers in Microbiology, v. 10, n. JUN, p. 1-27, 20 jun. 2019.
PRASAD, S.; GUPTA, S. C.; TYAGI, A. K. Reactive oxygen species (ROS) and
cancer: Role of antioxidative nutraceuticals. Cancer Letters, v. 387, p. 95-105, fev.
2017.

QIN, S. et al. XIAP inhibits mature Smac-induced apoptosis by degrading it through
ubiquitination in NSCLC. International Journal of Oncology, v. 49, n. 4, p. 1289—
1296, out. 2016.

REN, X. et al. Mitochondria response to camptothecin and hydroxycamptothecine-
induced apoptosis in Spodoptera exigua cells. Pesticide Biochemistry and
Physiology, v. 140, p. 97-104, ago. 2017.

RENVOIZE, C. et al. Apoptosis: Identification of dying cells. Cell Biology and
Toxicology, v. 14, n. 2, p. 111-120, 1998.



RICCARDI, C.; NICOLETTI, I. Analysis of apoptosis by propidium iodide staining and
flow cytometry. Nature Protocols, v. 1, n. 3, p. 1458-1461, 2006.

ROBERTSON, D. S. The Development of Tumor Cell Characteristics. Journal of
Cellular Physiology, v. 229, n. 6, p. 705-710, jun. 2014.

SAEZ, V. et al. Oligostilbenoids in Vitis vinifera L. Pinot Noir grape cane extract:
Isolation, characterization, in vitro antioxidant capacity and anti-proliferative effect on
cancer cells. Food Chemistry, v. 265, n. May, p. 101-110, nov. 2018.

SALEM, M. L.; ATTIA, Z. I.; GALAL, S. M. Acute inflammation induces
immunomodulatory effects on myeloid cells associated with anti-tumor responses in a
tumor mouse model. Journal of Advanced Research, v. 7, n. 2, p. 243-253, mar.
2016.

SALEM, O. M. et al. Synthesis, spectral characterization, DNA binding ability and
anti-cancer screening of new acridine-based derivatives. Medicinal Chemistry
Research, v. 26, n. 10, p. 2309-2321, 12 out. 2017.

SAUDE, M. DA. Sistema de Informacdes Hospitalares do Sistema Unico de
Saude (SIH/SUS)/Plataforma DATASUS-NET. Disponivel em:
<http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sih/cnv/niuf.def>.

SCHMIDT, A.; LIU, M. Recent Advances in the Chemistry of Acridines. In: Advances
in Heterocyclic Chemistry. [s.l.] Elsevier Ltd, 2015. v. 115p. 287-353.

SEVER, R.; BRUGGE, J. S. Signal Transduction in Cancer. Cold Spring Harbor
Perspectives in Medicine, v. 5, n. 4, p. a006098—a006098, 1 abr. 2015.
SHANKAR, E.; GUPTA, K.; GUPTA, S. Dietary and Lifestyle Factors in Epigenetic
Regulation of Cancer. In: Epigenetics of Cancer Prevention. [s.l.] Elsevier, 2019. p.
361-394.

SHARMA, A.; BOISE, L. H.; SHANMUGAM, M. Cancer Metabolism and the Evasion
of Apoptotic Cell Death. Cancers, v. 11, n. 8, p. 1144, 9 ago. 2019.

SHENG, J. et al. Clinical Pharmacology Considerations for the Development of
Immune Checkpoint Inhibitors. The Journal of Clinical Pharmacology, v. 57, n.
September, p. S26—-S42, out. 2017.

SIDDIQUI, I. A. et al. Resveratrol nanoformulation for cancer prevention and therapy.
Annals of the New York Academy of Sciences, v. 1348, n. 1, p. 20-31, ago. 2015.
SILVA, D. K. F. et al. Antitumor effect of a novel spiro-acridine compound is
associated with up-regulation of Thl-type responses and antiangiogenic action.
Molecules, v. 25, n. 1, p. 1-9, 2020.



SMITH, S.; PREWETT, S. Principles of chemotherapy and radiotherapy. Obstetrics,
Gynaecology and Reproductive Medicine, v. 27, n. 7, p. 206—-212, 2017.

SOUSA, T. K. G. Potencial antitumoral e toxicidade do 5’-OXO-1’-FENIL-1’,5-
DIIDRO- 10H-ESPIRO[ACRIDINA-9,2’-PIRROL]-4’-CARBONITRILA (ACMD). Tese
de Doutorado. Universidade Federal da Paraiba, p. 175, 2019.

STALLAERT, W. et al. Bistable switches as integrators and actuators during cell
cycle progression. FEBS Letters, v. 593, n. 20, p. 2805-2816, 16 out. 2019.

SUN, S. et al. Benzoquinone induces ROS-dependent mitochondria-mediated
apoptosis in HL-60 cells. Toxicology and Industrial Health, v. 34, n. 4, p. 270-281,
5 abr. 2018.

SUTIMAN, N. et al. EGFR Mutation Subtypes Influence Survival Outcomes following
First-Line Gefitinib Therapy in Advanced Asian NSCLC Patients. Journal of
Thoracic Oncology, v. 12, n. 3, p. 529-538, mar. 2017.

TAN, B. L.; NORHAIZAN, M. E. Manilkara zapota (L.) P. Royen leaf water extract
triggered apoptosis and activated caspase-dependent pathway in HT-29 human
colorectal cancer cell line. Biomedicine and Pharmacotherapy, v. 110, n. June
2018, p. 748-757, 2019.

TAN, J.; LE, A. The Heterogeneity of Cancer Metabolism. Cham: Springer
International Publishing, 2018. v. 1063

THARMALINGAM, S. et al. Reactive nitrogen species (RNS)-resistant microbes:
adaptation and medical implications. Biological Chemistry, v. 398, n. 11, p. 1193—
1208, 26 out. 2017.

TODORIC, J.; KARIN, M. The Fire within: Cell-Autonomous Mechanisms in
Inflammation-Driven Cancer. Cancer Cell, v. 35, n. 5, p. 714-720, maio 2019.
TRENDOWSKI, M. Recent Advances in the Development of Antineoplastic Agents
Derived from Natural Products. Drugs, v. 75, n. 17, p. 1993-2016, 26 nov. 2015.
VALDES, A. F.-C. Acridine and Acridinones: Old and New Structures with
Antimalarial Activity. The Open Medicinal Chemistry Journal, v. 5, p. 11-20, 9 mar.
2011.

VENTOLA, C. L. Cancer Immunotherapy, Part 1: Current Strategies and Agents. P &
T: a peer-reviewed journal for formulary management, v. 42, n. 6, p. 375-383,
jun. 2017.

WAHDAN-ALASWAD, R.; LIU, B.; THOR, A. D. Targeted lapatinib anti-HER2/ErbB2

therapy resistance in breast cancer: opportunities to overcome a difficult problem.



Cancer Drug Resistance, n. May, 2020.

WAINWRIGHT, M. Acridine--a neglected antibacterial chromophore. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, v. 47, n. 1, p. 1-13, 1 jan. 2001.

WANG, H. et al. Global, regional, and national life expectancy, all-cause mortality,
and cause-specific mortality for 249 causes of death, 1980-2015: a systematic
analysis for the Global Burden of Disease Study 2015. The Lancet, v. 388, n. 10053,
p. 1459-1544, out. 2016.

WANG, J. et al. Strategies targeting angiogenesis in advanced non-small cell lung
cancer. Oncotarget, v. 8, n. 32, p. 53854-53872, 8 ago. 2017.

WHITAKER, R. H.; PLACZEK, W. J. Regulating the BCL2 Family to Improve
Sensitivity to Microtubule Targeting Agents. Cells, v. 8, n. 4, p. 346, 12 abr. 2019.
WILKES, G. Targeted Therapy: Attacking Cancer with Molecular and Immunological
Targeted Agents. Asia-Pacific Journal of Oncology Nursing, v. 5, n. 2, p. 137,
2018.

WILSON, B. E. et al. Estimates of global chemotherapy demands and corresponding
physician workforce requirements for 2018 and 2040: a population-based study. The
Lancet Oncology, v. 20, n. 6, p. 769-780, jun. 2019.

XIE, B. et al. Cyclin B1/CDK1-regulated mitochondrial bioenergetics in cell cycle
progression and tumor resistance. Cancer Letters, v. 443, n. November 2018, p.
56-66, fev. 2019.

YANG, H. W. et al. Competing memories of mitogen and p53 signalling control cell-
cycle entry. Nature, v. 549, n. 7672, p. 404-408, 6 set. 2017.

YASHIN, A. I.; STALLARD, E.; LAND, K. C. Biodemography of Aging. Dordrecht:
Springer Netherlands, 2016. v. 40

YASMIN, R. et al. Epigenetic Regulation of Inflammatory Cytokines and Associated
Genes in Human Malignancies. Mediators of Inflammation, v. 2015, p. 1-8, 2015.
YU, Z. et al. Role of apoptosis repressor with caspase recruitment domain (arc) in
cancer (Review). Oncology Letters, p. 5691-5698, 11 out. 2019.

YUAN, K. et al. Selective inhibition of CDK4/6: a safe and effective strategy for
developing anticancer drugs. Acta Pharmaceutica Sinica B, maio 2020.
ZACHARIA, L. C. Permitted Daily Exposure of the Androgen Receptor Antagonist
Flutamide. Toxicological Sciences, v. 159, n. 2, p. 279-289, out. 2017.

ZAVERI, L.; DHAWAN, J. Cycling to Meet Fate: Connecting Pluripotency to the Cell
Cycle. Frontiers in Cell and Developmental Biology, v. 6, n. JUN, p. 1-19, 19 jun.



2018.

ZEFFERINO et al. Gap Junction Intercellular Communication in the Carcinogenesis
Hallmarks: Is This a Phenomenon or Epiphenomenon? Cells, v. 8, n. 8, p. 896, 14
ago. 2019.

ZHANG, B. et al. Design, synthesis and biological research of novel N-
phenylbenzamide-4-methylamine acridine derivatives as potential topoisomerase /11
and apoptosis-inducing agents. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 29,
n. 23, p. 126714, dez. 2019.

ZHANG, J. et al. ROS and ROS-Mediated Cellular Signaling. Oxidative Medicine
and Cellular Longevity, v. 2016, n. Figure 1, p. 1-18, 2016.

ZHOU, Q. et al. 3-Nitroacridine derivatives arrest cell cycle at GO/G1 phase and
induce apoptosis in human breast cancer cells may act as DNA-target anticancer
agents. Life Sciences, v. 206, n. May, p. 1-9, ago. 2018.



Anexos



ANEXO A - Parecer da Comiss&o de Etica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE “ﬁ'_ﬁ"“m
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA TOXICIDADE DE PRODUTOS NATURAIS E EINTEI'IGDS BICATIVOS
EM EELULAS MONOMUCLEARES DE SAMGUE PERIFERICO (FBMC) DE
VOLUNTARIOS SADIOS

Pesquisador: MARIANMA VIEIRA SOBRAL CASTELLO BRAMCO
Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 22088510.0.0000.5188

Instituigio Proponente: Centro De Ciéncias da Sadde
Patrecinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.715.680

Apresentagio do Projeto:

Bem apresentado

Dbjetivo da Pesquisa:

Bem definido

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Realizada

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Vidvel e de impacto

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Apresentados

Recomendagies:

vide conclusbes

Concluses ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:

A pesquisa pode ser iniciada

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Efica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saiide da Universidade Federal da
Paraiba — CEF/CCS aprovou a execugio do referido projeto de pesquisa. Qutrossim,

Enderego. UNNERSITARID SN

Balimo: CASTELD BRANCO CEP: 58.051-300
UF: PB Municipio: JOAD PESSOA
Telsfona: (£3)3216-7791 Fac (8332167701 E-mall: comiideeficagess.upb br

Prigirea 01 Sa 52

89



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE

eﬁuudlomp
FEDERAL DA PARAIBA

‘Conanuach do Fanscer: 3.715.685

informa que a autorizagdo para posterior publicagdo fica condicionada & submissdo do Relatéric Final na

Plataforma Brasil, via Motificag3o, para fins de apreciagdo e aprovagdo por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquiva Postagem Autor Situagio
Informagies Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 02/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1428708 pdf 18:11:31
Projeto Detathado ! | Projeto PEMC_CEP_Versao_Final pdf 02M11/2018 | MARIANMA VIEIRA Aceito
Brochura 18:08:37 |SOBRAL CASTELLD
Investigadar BRANCO
Cutros Certidao_de_aprovacac PgPMNSB.PDF 15/09/2019 | MARIANMA VIEIRA Aneito

19:44:05 |SOBRAL CASTELLD

ERANCO

De-clara;ﬁn de Carta_de_Anuencia_CCS.PDF 15/09/2019 | MARIANMA VIEIRA Aceito
Instituigac e 18:43:10 |SOBRAL CASTELLD
Infraestrutura BRANCO
Folha de Rosto Folha_de_rosto PDF 15/09/2018 |MARIANMA VIEIRA Aceito

19:34:05 |SOBRAL CASTELLD

BRANCO
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 05/029/2018 | MARIANMA VIEIRA Aceito
Aszcentimento ! 19:08:32 |SOBRAL CASTELLO
Justificativa de BRAMNCO
Auséncia
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagac da CONEP:
Mao
JOAD PESS0OA, 20 de Movembro de 2018
Assinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa
[Coordenador{a))
Endersgo: UNIVERZITARID SN
Balmmo: CASTELO BRANCO CEP:- 55.051-900
UF: PS Municiplo:  JOAD PESS0A
Talefona: (33)3216-7751 Fam: (83)3216-T791 E-mall: comitetesfoaiions b br
Pigina 02 du £

90



