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MOURA, A. P. G. TOXICIDADE E POTENCIAL ANTITUMORAL DE UM DERIVADO
SINTETICO 2-AMINOTIOFENO. 2017. 133f. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos) — UFPB / CCS, Jo&o Pessoa.

RESUMO

O 2-[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (SB-44) ¢ um derivado do anel 2-amino-tiofeno que possui relatos de
atividade anti-leishmania e antitumoral. Todavia, ndo h& dados na literatura
relacionados ao seu mecanismo de acdo antitumoral. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou avaliar a toxicidade e a atividade antitumoral de SB-44 em modelo de
carcinoma ascitico de Ehrlich, bem como, investigar possiveis mecanismos de acao
envolvidos nesse efeito. Inicialmente foi avaliada a toxicidade néo clinica aguda de SB-
44 em camundongos por via intraperitoneal (i.p.). SB-44 (2000 mg/kg) ndo induziu
morte nos animais experimentais. A DL50 (dose letal 50%) foi estimada como maior
que 5000 mg/kg, considerando o guia n. 423 da Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD), o que indica baixa toxicidade aguda da
substancia. Ainda, na triagem farmacolégica comportamental, o Unico efeito induzido
pelo SB-44 foi ptose, que desapareceu ap0s quatro horas do tratamento. Para a
avaliacdo da genotoxicidade foi realizado o teste do micronucleo, sendo observado que
SB-44 (2000 mg/kg, i.p.) n&o induziu aumento no numero de eritrécitos
micronucleados, sugerindo baixa genotoxicidade. Em modelo de Carcinoma Ascitico de
Ehrlich, observou-se que SB-44 (100 mg/kg, i.p.) reduziu de forma dose dependente o
parametro de viabilidade celular (p<0,05). A avaliacgdo do mecanismo de acao
antitumoral iniciou com a analise do ciclo celular. Observou-se que SB-44 (100 mg/kg)
induziu o aparecimento do pico sub-G1 (p<0,001), o que é sugestivo de apoptose. Foi
determinada a microdensidade dos vasos no peritdnio dos animais para caracterizagao
de efeitos antiangiogénicos, sendo observada reducédo deste parametro (p<0,001) apds
tratamento com SB-44 (100 mg/kg). Em relacdo a avaliacdo da influéncia de SB-44
(100 mg/kg) em mediadores inflamatérios do microambiente tumoral, pode-se observar
reducdo nos niveis das citocinas IL-10 e IFN-y (p<0,05), o que indica modulacao da
resposta imune contra o tumor. Considerando o vasto papel do estresse oxidativo na
propagacéao de tumores, foi avaliado o efeito de SB-44 por meio do ensaio fluorimétrico
do 2-70-dichlorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Observou-se reducdo do nivel de
estresse oxidativo apés tratamento com SB-44 (100 mg/kg) (p<0,05), o que sugere
efeitos antioxidantes. Ainda, foi detectado que SB-44 (100 mg/kg) promoveu reducao
da producdo de oOxido nitrico (NO) (p<0,05), um mediador chave envolvido em
processos de crescimento, angiogénese e metastase tumoral. Entre todos os
parametros de toxicidade avaliados (parametros metabdlicos, bioquimicos,
hematoldgicos e histoldgicos), foi observado que SB-44 (100 mg/kg) induziu apenas
hepatotoxicidade, caracterizada pela deteccdo de esteatose e apoptose no tecido
hepatico. Os dados apresentados, em conjunto, sugerem que SB-44 possui atividade
antitumoral por interferir na progressdo do ciclo celular e exercer efeitos
imunomoduladores, além de apresentar atividade antioxidante e reduzir os niveis de
NO, o que, possivelmente, esta relacionado ao seu efeito antiangiogénico.

Palavras-chave: Tiofenos, Carcinoma ascitico de Ehrlich, Efeito antiangiogénico,
Atividade antioxidante, Hepatotoxicidade.
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— UFPB / CCS, Joao Pessoa.

ABSTRACT

The 2 - [(1H-indol-3-yl-methylidene) -amino] -5,6,7,8-tetrahydro-4H-cyclohepta [b]
thiophene-3-carbonitrile (SB-44) is a derived from 2-amino-thiophene ring that has
reports of anti-leishmania and antitumor activities. However, there is no literature
data related to its mechanisms of antitumor action. Therefore, this work aimed to
evaluate the toxicity and antitumor activity of SB-44 in Ehrlich ascites carcinoma
model, as well as, to investigate possible mechanisms of action involved in this
effect. Initially, the SB-44 acute not clinical toxicity was evaluated in mice per
intraperitoneal route (i.p.). SB-44 (2000 mg/kg) did not induced death. Still, in the
pharmacological behavioral screening the only effect induced by SB-44 was ptosis,
that disappeared after 4 hours of treatment. The DL50 (50% lethal dose) was
estimated as higher than 5000mg/kg, considering the guide n. 423 from Organization
for Economic Co-operation and Development (OECD), what indicates acute toxicity
lower of the substance. For the genotoxicity evaluation the test of micronuclei was
performed, being observed that SB-44 (2000 mg/kg, i.p.) did not induced increase in
the numbers of micronuclei erythrocytes, suggesting low genotoxicity. In a model of
Ehrlich's Ascitic Carcinoma, was observed that SB-44 (100 mg/kg, i.p.) reduced the
forma dose dependente o parameters cell viability (p<0.05). The evaluation of the
antitumor action mechanism began with the cell cycle analysis. It was observed that
SB-44 (100 mg/kg) induced the appearance of the sub G1 peak (p<0.001), what is
suggestive of apoptosis. It was determined the vessels microdensity in the
peritoneum, being observed a reduction of this parameter (p<0.001) after the
treatment with SB-44 (100 mg/kg). In relation to the influence of SB-44 (100 mg/kg) in
inflammatory mediators of tumor microenvironment, it can be observed the reduction
of cytocines IL-10 e IFN-y (p<0.05), what indicates modulation of the immune fighting
against the tumor. Considering the wide role the oxidative stress in the propagation of
tumors, it was evaluated the effect of SB-44 by the fluorometric assay of 2-70-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). It was observed reduction on oxidative
stress after the treatment with SB-44 (100 mg/kg) (p<0.05), what suggests
antioxidant effects. Still, it was detected that SB-44 (100 mg/kg) promoted reduction
of the nitrict oxide (NO) (p<0.05), a key mediator involved in growth processes,
angiogenesis and tumor metastasis. Among all toxicity parameters evaluated
(metabolic parameters, biochemical, hematological and histological), it was observed
that SB-44 (100 mg/kg) induced only hepatotoxicity, characterized by esteatosis and
apoptosis in the hepatic tissue. Whole data shown suggests that SB-44 has antitumor
activity by interfering in the cell cycle progression and to exert immunomodulators
effects, besides presenting antioxidant activity and reduction of NO levels, what,
possibly, is related to its antiangiogenic effect.

Keywords: Thiophenes, Ehrlich ascitic carcinoma, Antiangiogenic effect, Antioxidant
activity, Hepatotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O termo cancer compreende um conjunto de doencas que se caracterizam pela
presenca de células em crescimento continuo e descontrolado, com propriedades de
inducdo de angiogénese, invasdo e destruicdo do tecido adjacente, bem como, de
crescimento em outros sitios diferentes do tumor primario (metastizacao)
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Essas propriedades geralmente sdo ocasionadas
por um acumulo de mutacdes nos oncogenes, NOS genes supressores de tumor e/ou
nos genes reparadores de DNA (KASALA et al., 2015).

Dados da Organizacdo Mundial de Saude mostram que a incidéncia global do
cancer aumenta constantemente, sendo considerada a segunda causa de morte no
mundo, perdendo apenas para as doencas cardiovasculares (TAVAKOLI et al.,
2012; UKRAINTSEVA et al., 2016). Portanto, no contexto atual, o cancer € um dos
problemas mais complexos que o sistema de saude mundial enfrenta devido a sua
magnitude epidemioldgica, social e econémica (FERNANDES et al., 2014).

Terapias convencionais, incluindo intervengdes cirurgicas, radioterapia e
quimioterapia sdo muitas vezes ineficazes na cura da doenca, além de produzirem
graves efeitos indesejaveis, bem como o desenvolvimento de resisténcia por parte
das células tumorais, o0 que, em conjunto, representam seérias limitacoes
frequentemente observadas no tratamento dessa doenca (GAO et al., 2014). Dessa
forma, a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos antineoplasicos séo
crescentes no mundo inteiro.

A descoberta e a sintese de moléculas, bem como, alteracbes em suas
estruturas sdo partes do desenvolvimento de novos candidatos a farmacos seguros
e eficazes. De maneira geral, as modificagbes moleculares podem alterar a
estereoquimica, as dimensdes, a flexibilidade das estruturas moleculares, bem como
as propriedades fisico-quimicas, dentre estas, basicidade, lipofilicidade e distribuicdo
eletrdnica. Portanto, as modificacdes moleculares podem alterar a resposta biolégica
de uma substancia, visto que, as propriedades estruturais, conformacionais e fisico-
guimicas determinam a forma como uma substancia interage com seu(s) alvo(s)
molecular(es) (GALDINO; PITTA; BOUCHERLE, 2011).

Nesse contexto, destacam-se 0s compostos heterociclicos o0s quais

correspondem a cerca de 65% dos farmacos atualmente empregados na
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terapéutica. Entre estes, 25% apresentam atomos de enxofre (tiofenos) em sua
composicdo quimica (MOURA et al., 2015).

A classe dos tiofenos e seus derivados despertam grande interesse por
apresentarem a possibilidade de introducdo de novos grupos substituintes no anel
heterociclico, os quais lhes conferem diferentes propriedades quimicas e biolégicas.
De particular interesse, os 2-aminotiofenos substituidos tém demonstrado um amplo
espectro de atividades farmacoldgicas, tais como, antimicrobiana (ARORA et al.,
2013), antifungica (MOURA; LIMA; JUNIOR, 2015), antileishmania (RODRIGUES et
al., 2015) antioxidante (GOUDA et al., 2013) e antitumoral (LOU et al., 2011,
ROMAGNOLI et al., 2014; SAMIR; ABOUZIED; HAMED, 2016).

Entre os compostos 2-aminotiofenos descritos na literatura pode-se citar 0 2-
[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-
carbonitrila (SB-44), um derivado tiofénico de facil obtencdo, que apresenta relatos
de atividade antileishmania (RODRIGUES, 2015) e antitumoral in vitro e in vivo
(modelo murino sarcoma 180) (OLIVEIRA, 2013). Todavia ndo ha relatos na
literatura dos mecanismos de acao envolvidos na atividade antitumoral do SB-44.

Portanto, considerando a necessidade de desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos com potencial antitumoral que possuam efeitos colaterais
minimos e a atividade antitumoral descrita para o SB-44, o presente trabalho se
propds a investigar sua toxicidade e potencial antitumoral em modelo de carcinoma
ascitico de Ehrlich. Sabendo que células tumorais compartilham caracteristicas, tais
como, a desregulacdo do ciclo celular, a indugdo de angiogénese e de estresse
oxidativo, bem como a formacdo de um microambiente que sustenta o crescimento

do tumor, esses foram o foco de nossa avaliacao.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos Gerais do Cancer

O organismo é formado por milh8es de células que se reproduzem por meio
do processo de divisdo celular. Em condicbes normais, esse processo é ordenado,
controlado e responsavel pela formacéo, crescimento e regeneracdao dos tecidos
saudaveis do corpo, porém, além desse processo, € possivel observar formas de
crescimento celular ndo controladas. A hiperplasia, a metaplasia e a displasia sao
exemplos de crescimento controlado, enquanto que as neoplasias correspondem a
proliferacdo anormal do tecido, que foge parcial ou totalmente ao controle do
organismo e tende a autonomia e a perpetuacao, com efeitos agressivos sobre o
hospedeiro (DIAZ-CANO et al., 2012). Na prética, as neoplasias sdo denominadas
de tumores, os quais classificam-se em benignos ou malignos (ATKINSON; TAPIO,
2009).

Os tumores benignos sédo formados por células bem diferenciadas, estrutura
tipica do tecido de origem, possuem crescimento progressivo e organizado, massa
bem delimitada sem capacidade de invadir ou infiltrar tecidos adjacentes. S&o
exemplos de tumores benignos, o lipoma que tem origem no tecido gorduroso, o
mioma que tem origem no tecido muscular liso e o adenoma que é tumor benigno
das glandulas. Os tumores malignos, por sua vez, manifestam um maior grau de
autonomia, sao formados por células anaplasicas de crescimento celular rapido,
porém, sem diferenciacdo, caracterizado por mitoses anormais e numerosas, com
massa tumoral pouco delimitada com capacidade de invadir tecidos vizinhos e
formar metéstases, e podem ser resistentes ao tratamento e causar a morte do
hospedeiro (ISRAEL et al., 2016).

A denominacdo dos tumores malignos deriva, em geral, dos tecidos que 0s
originam, dessa forma os principais tipos de tumores malignos classificam-se em
carcinomas quando originados do tecido epitelial, compreendendo o cancer de
mama, pulméo, bexiga, estbmago e de ovario, entre outros; sarcomas quando se
originam em 0sso0s, cartilagens, gordura, muasculo, vasos sanguineos ou tecidos
moles, 0s mais comuns sdo sarcoma de Kaposi e osteossarcoma (BAROSA et al.,
2014); leucemias quando advém das células hematopoiéticas, e caracterizam-se

pelo acimulo de células jovens (blasticas) anormais na medula 6ssea, as mais
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comuns sao leucemia linféide aguda ou linfoblastica, leucemia mieldide crénica e
leucemia linfocitica crénica; e por fim os linfomas que s&o tumores malignos do
sistema linfatico, os linfomas mais comuns sé@o o linfoma de Hodgkin e o linfoma
nao-Hodgkin (ONO et al., 2014)

Com base no ultimo documento publicado pela International Agency for
Research on Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é
inquestionavel que o cancer € um problema de saulde publica, especialmente entre
0s paises em desenvolvimento, uma vez que, mais de 12 milhdes de pessoas no
mundo séo diagnosticadas todo ano com cancer e dessas 8,2 milhfes vao a o6bito.
Os tipos de cancer mais frequentes no mundo em homens séo pulméo (16,7%) e
prostata (15,0%), e em mulheres sdo mama (25,2%) e intestino (9,2%) (STEWART;
WILD, 2016).

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de
600 mil casos novos de cancer. O perfil epidemioldgico observado assemelha-se ao
da América Latina e do Caribe, onde os canceres de prostata (61 mil) em homens e
mama (58 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Se medidas efetivas nao
forem tomadas, havera 26 milhdes de casos novos e 17 milhdes de mortes por ano
no mundo em 2030 (INCA, 2015).

O perfil epidemiolégico das populacdes tem passado por importantes
mudancas devido a redefinicdo dos padrdes de vida, a partir das condicbes de
trabalho, nutricio e consumo desencadeada pelo processo global de
industrializacdo, e as alteracdes demograficas, com reducdo das taxas de
mortalidade e natalidade, que indicam o prolongamento da expectativa de vida e o
envelhecimento populacional, levando ao aumento da incidéncia de doencas
cronico-degenerativas, especialmente as cardiovasculares e o cancer (STEWART,;
WILD, 2016).

A explicacdo para este aumento estid na maior exposi¢do dos individuos a
fatores de risco carcinogénicos, sendo os fatores ambientais responsavel por cerca
de 80-90% dos casos de cancer e apenas 5-10% corresponde ao cancer
hereditario. Entende-se por fatores de risco ambiental o meio em geral (Agua, terra e
ar), o ambiente ocupacional (industrias quimicas e outros locais de trabalho
insalubres), o ambiente de consumo (alimentos e medicamentos) e o ambiente

social e cultural (estilo e habitos de vida). Estdo entre os principais causadores de
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cancer o fumo, ma alimentacédo, excesso de alcool e radiacdo solar (RILEY et al,
2012).

A sequéncia de eventos que leva a formagdo de um tumor tem por base as
mutaclOes genéticas, epigenéticas e mudancas no perfil de expressdo génica que
permitem as ceélulas sobreviver e replicar-se, se evadindo dos mecanismos
fisiologicos de controle da apoptose, proliferacdo e ciclo celular. Esse conceito foi
fundamentado na descoberta de mutagcbes que levam a oncogenes com dominante
ganho de funcéo e genes supressores de tumor com recessiva perda de funcéo
(VICENTE-DUENAS, 2013).

Véarios oncogenes, incluindo RAS (GILLIES, 2008; TAKASHIMA; FALLER,
2013), MYC (CAIRNS, 2011; NGO, 2015; GRIFFITHS, 2013) e mTOR (LAPLANTE;
SABATINI, 2012) podem ser ativados por mutacdes pontuais nos genes que
codificam as proteinas (GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012), ao passo que,
diferentes genes supressores de tumor, que codificam proteinas tais como a p53 e a
retinoblastoma (pRb), também podem sofrer muta¢gBes, o que leva a reducdo da
capacidade de supressdo do desenvolvimento tumoral (MUNOZ-FONTELA, et al.,
2016). Essas alteracbes em conjunto ndo sé6 mantém a bioenergética celular, mas
também reprogramam o metabolismo e geram biomassa necessaria para a divisdo
celular exacerbada (WARD; THOMPSON, 2012).

Nesse contexto, o processo de carcinogénese, ou desenvolvimento do cancer,
ocorre lentamente. No primeiro estagio, células sofrem o efeito de agentes
cancerigenos que alteram seus genes, fase esta chamada de iniciacdo. No estagio
de promocdao, elas sdo transformadas em células cancerosas apds o continuo e
longo contato com o agente cancerigeno. No estagio final, chamado de progressao,
ocorre a multiplicacdo celular descontrolada e irreversivel, sendo a fase em que
surgem os primeiros sintomas (GREENSTEIN, 2016).

A natureza complexa das células cancerosas tem sido exaustivamente
estudada ao longo das Ultimas décadas, abrangendo uma complexa rede de
biomoléculas e cascatas de sinalizacdo. Em um esforco para consolidar a riqueza de
dados experimentais e clinicos em um quadro conceitual coerente, Hanahan e
Weinberg classificaram em 2000 e revisaram em 2011 as manifestacdes fenotipicas
das células cancerosas (The Hallmarks of Cancer) definindo as caracteristicas do
cancer, as quais Ihe conferem capacidades bioldégicas essenciais ao

desenvolvimento (Figura 1), ao crescimento e a disseminagdo de todos os canceres
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humanos. Essas caracteristicas incluem: proliferacdo sustentada, evasado de
supressdo do crescimento, resisténcia a morte celular, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese sustentada, invasao tecidual e metastase, desregulacéo
da energética celular, fuga da destruicdo imune e inflamacdo cronica
(HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; PICKUP, 2014).

Figura 1. Caracteristicas biolégicas do cancer

Sinalizagao proliferativa

sustentada Fuga de supressores do

Desregulacéo energeética
da célula Evitar destruicdo imune

Resisténcia a apoptose PPN Habilitacao para
AN 808 imortalidade replicativa
J

Instabilidade genoma
e mutacéo

Inflamacao promotora

do tumor

Inducéo da Ativacao dainvaséao

angiogénese e metastase

Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg (2011).

Nos ultimos 25 anos houve um grande avanco no entendimento das bases
moleculares da carcinogénese e da progressao tumoral. O aprofundamento do
entendimento da fisiopatologia e genética do céancer tem fornecido ferramentas
importantes para o diagnostico molecular e o monitoramento da doenca e ja
proporcionou a identificagcdo de diversos alvos terapéuticos
(IORIO; CROCE, 2012).

Apbés o diagnéstico do cancer passa-se ao estadiamento (avaliacdo da
extensdo da doenca) e, sequencialmente, a selecdo do tratamento. Em caso de
tumor ressecavel e operavel, procede-se com a cirurgia. Apos a cirurgia o tratamento
podera ser complementado, dependendo do tipo de tumor e do risco de recidiva, por

quimioterapia, hormonioterapia, imunoterapia, terapias-alvo e/ou radioterapia (NHI,
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2015). Dentre as formas de tratamento do cancer, a quimioterapia € a mais
frequente, e até 70% dos tumores necessitam de tratamento quimioterapico em
algum momento do curso da doenca (DeSANTIS et al, 2014).

Os compostos utilizados na quimioterapia de doencas neoplasicas exibem
acentuada variacdo em sua estrutura e mecanismo de acéo. Estes incluem: agentes
alquilantes que interferem na integridade e na fungdo do DNA, induzindo a morte
celular nos tecidos de proliferacdo rapida, tais como as Mostardas Nitrogenadas
(Ciclofosfamida), utilizada na Leucemia linfocitica aguda e crénica, e os complexos
de Coordenacédo da Platina (Cisplatina), comumente utilizados no cancer de ovario;
agentes antimetabdlitos que bloqueiam a sintese de DNA, agindo na fase S do
ciclo celular, como por exemplo, o analogo do acido folico (Metotrexato) e analogo
da pirimidina (5-fluorouracil), ambos eficazes no cancer de mama; produtos
naturais como o0s agentes que causam lesdo nos microtubulos interferindo na
mitose, tais como os alcaloides da vinca (vimblastina e vincristina), e 0s agentes que
se ligam ao DNA inibindo a sintese do &cido nucléico (como o antibidtico
doxorrubicina), ambas as classes utilizadas na Doenca de Hodgkin e linfoma nédo
Hodgkin (TACAR; SRIAMORNSAK; DASS, 2013).

Sao também utilizados na terapéutica os horménios e antagonistas que
interrompem o eixo estimulador criado por reservatorios sistémicos de androgénios e
estrogénios, inibindo a producédo de hormdnios ou a ligacdo a seus receptores e, por
fim, blogueiam a complexa expressdo de genes que promovem 0 crescimento e a
sobrevida de tumores, a saber os glicocorticoides (prednisona) e antiestrogénios
(tamoxifeno). Esses farmacos demonstram ser efetivos em aumentar o tempo de
sobrevida do paciente e retardar ou impedir a recidiva do tumor nos canceres de
mama e testiculos (HAUSHEER, 2016).

Um dos grandes desafios atuais é o desenvolvimento de drogas alvo-especifi-
cas, capazes de eliminar a célula tumoral atuando sobre as vias de sinalizacao
envolvidas com a angiogénese, proliferacdo e morte celular nos tumores, sem
causar danos as células normais ou que possam ser usadas em associacdo a
terapias convencionais. Sao o0s chamados agentes dirigidos para alvos
moleculares especificos tais como os inibidores das proteinas tirosinocinases que
inibe a BCR-ABL cinase (imatinibe), utilizado na clinica para leucemia mieloide
cronica; os inibidores da angiogénese (bevacizumabe), um anticorpo humanizado

dirigido contra o fator de crescimento do endotélio vascular do tipo A (VEGF-A), o
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qual retarda a progressdo do cancer de células renais e, em associacdo com
quimioterapia citotoxica, trata efetivamente os cénceres de pulméo, colorretal e
mama (TOCCHETTI et al., 2013; MOLINARO et al., 2015); os inibidores de mTOR
gque sao os analogos da rapamicina e seus congéneres que exercem efeitos
imunossupressores, inibem a progressdo do ciclo celular e a angiogénese e
promovem a apoptose, com aplicagbes importantes na oncologia para o tratamento
do cancer renal e hepatocelular, além de linfomas; os inibidores do receptor do fator
de crescimento epidérmico (EGFR), cetuximabe, que liga-se especificamente ao
dominio extracelular do EGFR e impede a sinalizacdo e a dimerizacdo do receptor
dependente de ligante, bloqueando, assim, os sinais de crescimento celular e
sobrevida, utilizado na clinica para cancer de cabeca e pescoco, e cancer de colo
metastatico (GONG et al., 2012; WELTI et al., 2013).

Ainda dentro dos agentes dirigidos tem-se os modificadores da resposta
biolégica que incluem citocinas ou anticorpos monoclonais (rituximabe) que afetam
de modo benéfico a resposta bioldgica do paciente para neoplasias linfoides e
tumores solidos (FORTEA et al., 2013). Nesse grupo estédo incluidos agentes que
atuam indiretamente para mediar seus efeitos antitumorais, como por exemplo,
intensificando a resposta imune as células neoplasicas, ou diretamente, por meio de
sua ligacdo a receptores nas células tumorais. As proteinas que atualmente estdo
em uso clinico incluem os interferons (IFN-a), as interleucinas (IL-2) que atuam
estimulando a proliferacdo das células T ativadas e a secrecdo de citocinas pelas
células natural killer (NK) e pelos mondcitos, efetivo para cancer de rins metastatico;
os fatores de crescimento hematopoiéticos, como a eritropoietina; o fator de
estimulacdo de colbnias de granuldcitos (G-CSF), como o filgrastim; e o fator de
estimulacdo de colbnias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), como o
sargramostim (GARCIA et al., 2014; SINGH; AGARWAL,; PAL, 2015).

Considerando os aspectos abordados, é possivel observar que o tratamento do
cancer pode ser realizado utilizando-se varias possibilidades farmacolégicas. Porém,
apesar dos avangos cientificos no tratamento do cancer, a terapia antineoplasica
existente ainda apresenta sérias dificuldades por problemas de resisténcia por parte
das células tumorais aos farmacos, baixa seletividade e alta toxicidade (HEIDI et al.,
2009; SZAKACS et al., 2014).

Os efeitos indesejaveis ocasionados pelos quimioterapicos relacionam-se ao

fato da sua nao-especificidade pelas células tumorais, ja que os tecidos formados
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por células de rapida proliferacdo, como tecido hematopoiético, tecido germinativo,
foliculo piloso e tecido de revestimento gastrointestinal, apresentam semelhanca as
células neoplasicas em relagéo a alta atividade mitética e ciclos celulares curtos. Em
funcdo disso, os efeitos dos quimoterapicos ndo se restringem as células
neoplasicas, atuando também sobre as células normais, promovendo assim, o0s
principais efeitos colaterais como alopecia, mielossupressao e imunossupressao,
alteracdes gastrointestinais (nduseas, vomitos, constipacao intestinal, diarreia), além
de outros efeitos, tais como, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, toxicidade
pulmonar, neurotoxicidade, disfuncdo reprodutiva, toxicidade vesical e renal,
alteracdes metabdlicas e toxicidade dermatoldgica (MARTINS et al., 2015).

Nesse contexto, a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos na
area oncoldgica continua sendo necessaria na perspectiva de superar os obstaculos

relacionados a efetividade, toxicidade e resisténcia.

2.2 Ciclo celular, angiogénese e microambiente tumoral

A desregulacéo do ciclo celular, a inducdo de angiogénese e a formacéo de
um microambiente tumoral s&o caracteristicas do cancer essenciais para promover
a iniciacao, o crescimento, a migracdo e a metastase de células tumorais.

O ciclo celular € um conjunto de eventos organizado e monitorado que €
responsavel pela divisdo celular a partir de uma célula progenitora em duas células
filhas, cada uma contendo cromossomos idénticos aos da célula-mée. Esse
processo inclui uma sucessao de etapas que demandam energia e que requerem
uma série de eventos ordenados para garantir a correta duplicacao e segregacao do
genoma, 0s quais envolvem fases sequenciais que vao desde a imobilidade (fase
GO0), a proliferacdo (G1, S, G2 e M) e a volta ao estado quiescente (DIAZ-MORALLI
et al., 2013).

As fases mais importantes sao a fase S, quando a replicacdo do DNA ocorre, e
a fase M (mitose) quando a célula se divide em duas células filhas. Separando a
fase S da fase M existem duas fases gap referidas como G1 e G2. Na fase G1 a
célula é sensivel aos sinais positivos e negativos a partir de redes de sinalizacao de
crescimento. Em G2 a célula completa o crescimento e se prepara para a entrada

em mitose. A fase GO representa um estado em que as células foram retiradas de
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forma reversivel do ciclo celular em resposta a densidade celular elevada ou
privacdo mitogénica (BERTOLI; SKOTHEIM; DE BRUIN, 2013) (Figura 2).

Figura 2. Representacéo esquematica das fases do ciclo celular
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Fonte: www.sobiologia.com.br

A progressdo atraves das fases do ciclo celular é monitorada por meio de
mecanismos sensores, chamados de pontos de verificagdo (checkpoints). Os
checkpoints do ciclo celular impedem a transicdo para a proxima fase até que a
anterior seja totalmente concluida. O objetivo final € assegurar a deteccdo e
reparacao de danos genéticos, impedir a divisdo celular descontrolada e garantir que
as duas células-filhas herdem uma copia completa e fiel do genoma. Esses pontos
de verificacdo sdo ativados quando os problemas sdo detectados, induzindo parada
do ciclo celular até que o problema seja resolvido, se possivel, ou entéo, se o reparo
nao for realizado, a célula é direcionada a senescéncia ou apoptose. A desregulacao
desse processo pode resultar em muitas doencgas, incluindo o cancer (LIM; KALDIS,
2013).

Entre os inUmeros elementos que participam deste processo, a ativacao
sequencial de complexos ciclinas e cinases dependentes de ciclina (CDKs) tem sido
descrito como o0 evento regulador-chave. Ciclinas sdo pequenas proteinas cuja
expressdo € alterada durante o ciclo celular, a depender do estimulo mitogénico,
enquanto que as CDKs sao cinases serina/treonina especificas. A atividade cinase
de CDKs € regulada pela ligacdo a ciclinas, por eventos de
fosforilacdo/desfosforilacéo, e pela ligacdo a inibidores de CDKs. Em mamiferos,
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duas classes de inibidores de CDKs séo descritas, a familia Cip/Kip e a familia Ink4,
as quais interferem com o ciclo celular em resposta a sinais intra e extracelulares
(RIZZOLIO et al., 2010; MANCHADO et al., 2012)

No contexto do cancer, a principal e fundamental caracteristica das células
tumorais € a sua capacidade de sustentar a proliferacao cronica. Estudos genéticos
mostram que esse processo envolve mutagdes hiperativadas nas redes de
sinalizacdo de crescimento tumoral associadas a perda de funcdo de proteinas
supressoras de tumor, além do estimulo nas células do estroma tumoral para
hipersecretarem fatores de crescimento, da inducao de
estimulacdo autocrina proliferativa, e do aumento da expressao de receptores para
fatores de crescimento tornando as células tumorais hiperresponsivas (HANAHAN;
WEINBERG; 2011).

Todavia, a maioria dos estudos relacionados ao ciclo celular esta focado nas
CDKs, uma vez que esta familia de proteinas controla, direta ou indiretamente, a
maioria dos passos na progressao do ciclo (RIZZOLIO et al., 2010). Nesse sentido, a
atividade de CDKs é frequentemente desregulada em células tumorais, como
consequéncia de alteracBfes genéticas ou epigenéticas que interferem nos
complexos ciclina-CDKs, bem como, de uma regulacdo negativa de varios inibidores
de CDKs. Sendo assim, esses reguladores séo considerados alvos potenciais na
terapia anticancer. O exemplo mais conhecido de compostos com potencial
antitumoral que atua por inibir CDKs é o flavopiridol, atualmente em fase de
pesquisa clinica (BAPTISTA, 2013).

Outro processo necessario para o crescimento e progressao do cancer é a
inducdo de angiogénese. A angiogénese envolve a formacédo de novos microvasos a
partir da germinacdo e brotacdo de vasos preexistentes, sendo um elemento
essencial de crescimento para formar tecidos normais ou neoplasicos (YADAV et al.,
2015).

Do ponto de vista fisiolégico, a angiogénese ocorre no desenvolvimento
tecidual, na embriogénese e no processo de cicatrizagdo de feridas, mas também
ocorre em condi¢cdes patolégicas como artrite reumatoide, psoriase, diabetes
mellitus, crescimento tumoral e disseminacdo metastéatica. Em contraste com o
processo ordenado, regulado e autolimitado da vascularizacdo normal, a

angiogénese patoldgica é um processo onde a multiplicacdo vascular ocorre de
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modo descontrolado (JEBREEL et al, 2007; CARMELIET; JAIN, 2011; TECCHIO;
CASSATELLA, 2013).

Angiogénese, crescimento e metastase tumoral sdo trés processos
estreitamente relacionados. O desenvolvimento de novos vasos sanguineos a partir
da vasculatura existente é considerado um evento critico no crescimento tumoral,
uma vez que, para o tumor crescer além de 2 a 3 mm?® requer a formac&o de novos
vasos sanguineos para proporcionar nutrientes e oxigénio, remover residuos
metabdlicos, além de influenciar a passagem metastatica, o que determina e
contribui para a gravidade clinica da doenca (CARMELIET et al., 2008; FALCON, et
al., 2016). Os vasos tumorais ndo possuem desenvolvimento hierarquico entre
arteriolas, capilares e vénulas, sdo também desorganizados, tortuosos e altamente
permeéaveis (HEATH; BICKNELL, 2009).

Em todas as fases da angiogénese, as células endoteliais desempenham um
papel crucial constituindo o principal cerne deste processo que envolve uma
variedade de eventos coordenados, incluindo migracdo e proliferacdo de células
endoteliais, formacdo de lumen e anastomose de brotos. A base molecular deste
mecanismo € o aumento da producdo de fatores angiogénicos e/ou reducdo de
inibidores da angiogénese (NAZER et al., 2011).

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é reconhecido como um
dos principais reguladores da angiogénese, sendo liberado pelas células tumorais e
do estroma tumoral (incluindo macroéfagos, células endoteliais e fibroblastos). O
VEGF possui varias fun¢gdes no microambiente tumoral quando interage com seu
receptor tirosina-cinase (VEGFR) que é expresso em diferentes tipos celulares e
superexpresso em varias condi¢des patoldgicas, dentre elas o cancer. O VEGF atua
de diversas formas para regular o processo angiogénico: estimula o crescimento e
proliferacdo de células endoteliais, age como fator de sobrevivéncia para as células
endoteliais, além de impedir a apoptose destas células e regular a permeabilidade
vascular (VAN DER VELDT et al., 2012).

As demais moléculas que sao conhecidas, até 0 momento, como reguladores
positivos da angiogénese sdo: o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
gue esta envolvido na maturacdo dos vasos e recrutamento de pericitos; o fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), que atua na promocdo da proliferacédo celular,
migracao e diferenciacdo das células endoteliais vasculares; o fator de crescimento

epidérmico (EGF) que ativa a via do seu receptor (EGFR) na regulagédo de fatores
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pré-angiogénicos, tais como o VEGF, sendo, portanto, visto como regulador indireto
da angiogénese; as metaloproteinases da matriz (MMPs), que degradam a matriz
extracelular, liberando mitdgenos angiogénicos; o fator de necrose tumoral (TNF)
que atua como um fator de ativacdo de macrofagos que, por sua vez, secretam
fatores angiogénicos; e, por fim, o fator de crescimento transformante (TGF) e
angiopoietinas, que tem propriedades pré e antiangiogénicas a depender dos seus
niveis (YADAV et al., 2015).

Assim, a mudanca para um fendtipo angiogénico é regulada por uma
alteracdo no equilibrio entre reguladores positivos e negativos da angiogénese
(CASTANEDA-GILL, 2016). No cancer, em contraste ao que acontece em tecidos
saudaveis, um “switch” angiogénico é quase sempre ativado estimulando o
brotamento continuo para a formacdo de novos vasos, sustentando a expanséo do
crescimento neoplasico e o desenvolvimento metastatico (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

Esses fatores angiogénicos podem ser inibidos, ao passo que, fatores
antiangiogénicos podem ser ativados com o objetivo de inibir esse processo. Dentre
os fatores antiangiogénicos, podem ser citados o interferon, as interleucinas, os
inibidores de MMPs, a angiostatina e a endostatina (CASTANEDA-GILL, 2016).

Outro mediador importante no processo da angiogénese é o oxido nitrico (NO).
Embora as funcbes exatas das enzimas que sintetizam o NO (sintases de 6xido
nitrico - NOS) na progressdo do cancer ainda estejam sob investigacdo, alguns
estudos recentes destacaram repetidamente papéis das enzimas NOS induzivel
(INOS) e NOS endotelial (eNOS) no desenvolvimento da angiogénese no cancer. De
acordo com os ultimos achados, eNOS deve ser a isoforma de NOS mais importante
envolvida na angiogénese (HALDER et al., 2016). Foi demostrado que NO induz e
promove a angiogénese por meio da dilatacdo de vasos arteriolares, liberacdo de
VEGF, ativacdo de COX-2 e aumento da producdo de prostaglandina (PGE2),
resultando em aumento da permeabilidade da vasculatura tumoral (BURKE et al.,
2013).

Considerando que o suprimento vascular é um dos requisitos fundamentais
para o crescimento tumoral, a terapia antiangiogénica € uma estratégia eficaz na
terapia da neoplasia maligna, que ndo atua de forma curativa, mas sim citostatica,
sendo especialmente eficaz em combinacdo com agentes citotoxicos. Porém, um

dos grandes desafios na concepcao de terapias antiangiogénicas € incluir cada um
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dos possiveis mecanismos pelos quais os tumores podem induzir o crescimento de
novos vasos sanguineos (YADAV et al., 2015). Ou seja, embora os compostos
antiangiogénicos tenham sido apenas recentemente incorporados a clinica, eles
anunciam uma nova era, em gue a biologia do tumor é a base para a terapéutica do
cancer.

As trés classes principais de agentes antiangiogénicos séo: 0s anticorpos
monoclonais anti-VEGF que tém como alvo o VEGF ou 0 seu receptor; os inibidores
de tirosina-cinase (TKI); e os inibidores da proliferacdo de células endoteliais, como
descritos no Quadro 1. Estes agentes séo utilizados atualmente na pratica clinica ou
estdo em investigagdo como monoterapia ou em combinagdo com quimioterapia

citotoxica ou radiacao.
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Quadro 1. Principais classes de antiangiogénicos.

MOURA, A.P. G

Agentes . 5 Estado clinico | Toxicidade clinica
. . Mecanismo de acao .
antiangiogénicos atual associada
Inibidores VEGF/VEGFR
. ) Atraso na
) Anticorpo monoclonal recombinante L
Bevacizumabe Aprovado cicatrizagcéo de
contra o VEGF . .
feridas, hemorragia
Sunitinibe Inibidor de VEGFR Aprovado Cardiotoxicidade
i Inibidor de VEGFR, de PDGFR ede  Em testes i .
Motesanibe . Cardiotoxicidade
receptor SCF clinicos
) Inibidor de VEGFR-1, -2, -3 e de ) .
Pazopanibe Aprovado Cardiotoxicidade
PDGFR- a/p
i ) o Em testes ) .
Tivozanibe Inibidor de VEGFR o Cardiotoxicidade
clinicos
Vandetanibe Inibidor de VEGFR e de EGFR Aprovado Cardiotoxicidade
i Inibidor de VEGFR, de PDGFR e de _ Toxicidades
Vatalanibe Retirado o
receptor c-KIT sistémicas
o , Toxicidades
SuU5416 Inibidor de VEGFR-2 Retirado o
sistémicas
o Inibidor do receptor VEGFR 1-3, c- i .
Axitinibe o Aprovado Cardiotoxicidade
KIT e inibidor de PDGFR
- - Toxicidades
Cabozantinibe Inibidor de VEGFR-2 Aprovado o
sistémicas
Inibidor multicinase
Sorafenibe Inibidor de multicinases Aprovado Cardiotoxicidade
Inibicdo de cinases dependentes de -
. o . i _ Toxicidades
Flavopiridol ciclina com atividade anti- Retirado o
. sistémicas
angiogénica
. D , Toxicidades
Suramina Inibicdo de bFGF Retirado o
sistémicas
) o . Cardiotoxicidade e
Regorafenibe Inibidor de multicinases Aprovado .
hepatotoxicidade
Inibidor da
proliferacdo das
células endoteliais
Apoptose de células endoteliais,
Talidomida inibicdo da angiogénese induzida Aprovado Teratogénico
pelo bFGF
Inibicdo da proliferacéo e da _ -
TNP-470 . - 3 . Retirado Neurotoxicidade
migracao das células endoteliais
, Agente perturbador vascular, , Toxicidades
Combretastatina j . Retirado o
apoptose das células endoteliais sistémicas
. - - . Toxicidades
Erlotinibe Inibidor tirosina-cinase de EGFR Aprovado o
sistémicas

FONTE: Adaptado de Chimote et al. (2014).
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O VEGF pode também afetar a funcdo de células do sistema imunolégico que
estdo presentes no microambiente tumoral e, consequentemente, influenciar a
resposta do hospedeiro ao tumor (YAQOOB et al., 2012).

A percepcdo do cancer como um microambiente tumoral, onde interagem
células geneticamente alteradas, células do estroma (fibroblastos, macréfagos,
neutrofilos, linfocitos, células endoteliais) e proteinas que compdem a matriz
extracelular, tem se mostrado muito mais satisfatéria na compreensdo do
desenvolvimento tumoral (WEINSTEIN; STORKUS, 2015). Esse repertorio
diversificado de células do microambiente tumoral produz uma interacdo Unica entre
as células do sistema imunologico do hospedeiro e as células tumorais, que séo
capazes de prover as principais caracteristicas do cancer, como 0 escape da
vigilancia imunoldgica, a ativacdo da angiogénese, a invasao e a metastase, além de
dar suporte a resisténcia terapéutica. Portanto, a compreensao do papel do estroma
tumoral e sua comunicag¢do com as células neoplasicas pode levar a identificacdo de
alvos na terapia antineoplasica (SOLIS et al., 2015).

Nesse contexto, uma das caracteristicas da inflamacdo associada ao tumor é
a modificacdo do microambiente, fornecendo uma fonte de fatores de crescimento,
macréfagos associados ao tumor (TAM), mediadores inflamatérios como citocinas e
quimiocinas, prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio, e promovendo o
remodelamento tecidual, angiogénese e metastase (MANTOVANI et al., 2008; MAN
et al., 2013; SMITH; KANG, 2013).

As citocinas podem ser classificadas de vérias formas, sendo a mais comum
classificacdo aquela relacionada a sua origem celular. As citocinas derivadas de
linfécitos T auxiliares (T helper, Th) sao classificadas em Thl, Th2 e mais
recentemente Th1l7. As citocinas Thl, em sua maioria pro-inflamatérias como as
interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, fator de necrose tumoral (TNFa) e interferon
v (INFy), estimulam a fagocitose de células infectadas por meio da ativacdo de
macrofagos, desencadeiam a producdo de anticorpos e ativam o0 sistema
complemento que contribui para a opsonizacdo das particulas a serem fagocitadas,
na tentativa de combater o tumor (VILSMAIER et al., 2016). As citocinas tipo Th2
como, por exemplo, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, medeiam a defesa humoral e tem
carater anti-inflamatorio, estimulando a producdo de anticorpos contra antigenos
extracelulares, sendo também responsaveis por inibir as fungbes macrofagicas,

favorecendo o crescimento tumoral (SPRAGUE; KHALIL, 2009).
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Os macréfagos associados ao tumor normalmente apresentam dois fenoétipos.
O fendtipo M1 responde a ativacao classica por IFNy e promove ac¢des antitumorais,
ja o fenétipo M2 é ativado em resposta a IL-4 e IL-13 e promove remodelamento
tecidual, imunorregulacdo e progressado tumoral (MANTOVANI; SICA, 2010), além
de ser capaz de atenuar as atividades dos macrofagos M1. O perfil M2 € estimulado
por IL-4, IL-10 e IL-13, sendo que a IL-4 e IL-10 sdo, também, produzidas pelo
proprio tumor, portanto, a agdo destas citocinas favorece a progressao tumoral
(CHAVEZ-GALAN et al., 2015).

Nesse sentido, durante o curso da malignidade dos tumores, o microambiente
inflamatério combate as respostas imunes inata e adaptativa para promover o
crescimento tumoral, impedindo o recrutamento, a sobrevivéncia e a funcdo das
células efetoras imunologicas antitumorais (RABINOVICH; GABRILOVICH,;
SOTOMAYOR, 2007; DIAZ-CANO, 2012). Alguns dos fatores chave que facilitam
esta supressao imunolégica sdo a abundéncia de quimiocinas e citocinas
inflamatorias incluindo o fator estimulante de colénias de granulécitos- macréfagos
(GM-CSF), CCL2, CCL20, CXCL5, CXCL12, TNF- a, fator de -crescimento
transformante beta (TGF- B), IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-23, que séo secretadas por
tecido tumoral assim como outras células imunoldgicas e estromais para promover a
supressao de muitos tipos de células imunes (MANTOVANI et al., 2008). Portanto,
uma vez que o sistema imunologico tem o papel fundamental de combater a
formacdo e progressao de neoplasias incipientes, a promocéo do tumor requer que o
microambiente imune proporcione condigdes para evitar uma resposta imunoldgica
eficaz (CUNHA et al., 2016).

Neste contexto, a IL-10 surge como a citocina imunossupressora mais
potente, desempenhando um papel crucial no escape do tumor ao sistema
imunoldgico. IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria pleiotrépica, produzida e
detectada pela maioria das células hematopoiéticas (ZIGMOND et al., 2014). A
elevacdo da IL-10 sérica foi detectada em numerosos tipos de cancer, o que é
consistente com o papel previamente identificado de que a IL-10 estimula a
proliferacdo e inibe a apoptose de células tumorais, além de aumentar a
suceptibilidade a metastases, por meio da conversdo de TAMs a um fendtipo M2
(FOGUER et al., 2016). Isso € corroborado pelos altos niveis de IL-10, associados a
um comportamento mais agressivo e ao pior progndstico, em varios tipos de cancer,

dentre estes, cancer de tireoide, da orofaringe (BRAGA et al., 2012; 2013) de
35



FUNDAMENTAGCAO TEORICA MOURA, A.P. G

pulmdo e melanoma (CUNHA et al., 2016), além de também esta associado a um
comprometimento da resposta inicial a quimioterapia (ALEXANDER et al., 2016).

Porém, atualmente, sabe-se que, apesar dos primeiros estudos relacionarem
a sua producéo com a inibicdo da imunidade antitumoral, o papel da IL-10 no cancer
pode ser dual. Estudos recentes sugeriram que a IL-10 no microambiente tumoral
promoveu respostas de células T CD8+ aumentando os niveis de interferon gama
(IFN-y) e a expressdo de enzimas citotoxicas, 0 que € consistente com outros
estudos que mostram que a IL-10 pode suprimir o crescimento tumoral e a
metéastase. De fato, baixos niveis de IL-10 estdo associados com 0 aumento no risco
de cancer de prostata, por exemplo (LI et al., 2016).

IL-4 € uma citocina multifuncional envolvida na regulacdo de respostas da
imunidade humoral e adaptativa. Foi inicialmente reconhecida por sua capacidade
de promover a estimulacdo das células B e a proliferacdo de células T. A IL-4 é
conhecida por ter efeitos pleiotropicos sobre diferentes células do sistema
imunologico (RIOU et., 2006). Esta citocina tem sido frequentemente associada a
sua atividade proliferativa, antiapoptotica de células tumorais e angiogénica
(HALLETT; VENMAR; FINGLETON, 2012). Estudos preliminares sugeriram que
essa via de pro-sobrevivéncia mediada pela IL-4 deveria ser um promissor alvo
terapéutico. Adicionalmente, o antagonismo de IL-4 aumentou a eficacia e a duracao
da resposta quimioterapica em camundongos com tumores (TODARO et al., 2007).
Estudos desse tipo sugerem a possibilidade de uma terapia antitumoral que envolva
diminuicao na secrecédo e/ou funcéo de IL-4 (TOOMER; CHEN, 2014).

IL-1 é uma citocina abundante que pode ser secretada pelas células malignas
ou pelo microambiente e afeta a inflamacao, hematopoese e imunidade, além de
potencializar a capacidade de invasdo das células neoplasicas através da
estimulacdo de fatores de crescimento, angiogénese e metastase. Ou seja, ela esta
envolvida em todas as fases do processo maligno, tais como a tumorigénese, a
invasividade tumoral e progressdo, assim como a ativagdo e supressdo de
imunidade antitumoral. IL-1a e IL-1B sdo os principais tipos de IL-1 (ZHANG, et al.,
2012). Estudos tem demonstrado que IL-1a e IL-13 no processo maligno, em muitos
casos, executam fungbes distintas. A IL-1B € um mediador da inflamagao, que
promove a carcinogénese (GABAY; LAMACCHIA, 2010; TAKEUCHI, 2010). A
imunossupressao induzida por IL-18 no microambiente do tumor, principalmente por

meio da inducdo de células supressoras derivadas da linhagem miel6ide (MDSC),
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normalmente inibe ou mascara a imunidade celular antitumoral. Na tumorigénese, a
IL-1, originada no microambiente tumoral, pode propagar mutacdes iniciais induzidas
por ROS ou NO, produzidos por fagdcitos ou outras células do microambiente,
incluindo as proprias células malignas (VORONOQYV et al., 2013).

IL-12 é considerada uma molécula chave no sistema imune. Suas atividades
principais ocorrem sobre as células T e natural killer (NK), sendo uma funcao
biolégica importante a inducdo de IFN-y, que por sua vez dirige a resposta
imunologica para o fendtipo Thl citotoxico, diminuindo a producéo das citocinas Th2.
Outros mecanismos também contribuem para atividade antitumoral de IL-12, como
0s seus efeitos antiangiogénicos e na remodelagéo da matriz extracelular do tumor e
do estroma do microambiente tumoral (KERKAR et al., 2013).

Os interferons (IFNs) sdo um grupo de citocinas pleiotrépicas que
desempenham papéis importantes na comunicacao intercelular durante as respostas
imunes inatas e adquiridas, e na defesa do hospedeiro contra infec¢bes virais e
bacterianas, bem como no controle de neoplasias malignas (ZAIDI; MERLINO,
2011). Linfocitos T citotoxicos e células NK ativadas secretam varias moléculas com
o intuito de lisar as células tumorais, dentre elas o IFN-y, que refor¢a a apresentacéo
de antigenos e promove a proliferacdo, sobrevivéncia e expansao das células T
CD8+. Esta citocina é considerada um agente Gtil na terapia de neoplasias malignas,
pois inibe diretamente a proliferacdo das células tumorais e aumenta a resposta
imunologica contra o tumor, inibindo desta forma sua progressdo (MILLERET al.,
2009). Porém, estudos tém mostrado que o IFN-y tem um comportamento
dual, podendo ser citostatico/citotoxico, bem como podendo apresentar efeitos
proliferativos, a depender das circunstancias, tais como do microambiente em que se
encontra e da intensidade de sinalizacdo (WAJANT, 2009).

O TNF-a é produzido principalmente por células imunitarias, especialmente
macrofagos, linfocitos, células dendriticas e mastocitos. Atualmente o TNF-a é a
mais pleiotropica de todas as citocinas descritas em mamiferos (SEDGER,;
McDERMOTT, 2014). Ao ser produzido e liberado, o TNF-a ira ligar-se aos seus
receptores especificos TNF-R | e Il, para assim produzir seu efeito bioldgico. Esta
citocina exerce uma variedade de atividades biolégicas incluindo inflamacéao,
proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, sobrevivéncia celular e imunomodulacéo,
promovendo a liberacdo de outras citocinas pro-inflamatorias (AGGARWAL, GUPTA,

BASU, 2012; AGGARWAL; LIMDI, 2015). Entretanto, TNF-a pode ser considerado
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um agente pré ou anti-tumorigénico, uma vez que esta citocina induz potentes
efeitos angiogénicos que estimulam crescimento tumoral e metastase (SHIN et al.,
2014).

As quimiocinas compreendem uma grande familia de citocinas quimiotaticas
estruturalmente homologas, com aproximadamente 8 a 10 kDa de tamanho. Uma
caracteristica comum ao grupo € a capacidade de estimular a motilidade
(quimiocinese) e os movimentos dirigidos (quimiotaxia) dos leucOcitos como as
células NK e células T, além de recrutar outros tipos de células imunoldgicas, e
também atuam em células mesenquimais para promover a angiogénese durante a
inflamacédo. Varias condicdes fisioldgicas e patoldgicas requerem a participacdo das
quimiocinas, incluindo inflamacédo, infeccdo, trauma tecidual, alergia, doencas
cardiovasculares, assim como os tumores malignos (SCAPINI et al., 2000).

CCL2 faz parte do grupo de quimiocinas com interrelacdes com os principais
agentes da resposta imune, permitindo uma avaliacao indireta, mas abrangente, de
diversos aspectos da interacdo tumor-hospedeiro, sendo responsaveis pela
migracdo de varios tipos celulares para o foco inflamatorio, sendo mais conhecida
pelo seu papel na sinalizacdo de recrutamento e polarizacdo de macréfagos durante
a inflamacgdo. CCL2 regula a adesdo e a quimiotaxia de macrofagos através da
ativacado das integrinas pl e vias de sinalizacdo p38/MAPK (YAO et al., 2016), afim
de iniciar ou incrementar a resposta imunoldgica do hospedeiro contra a implantagéo
tumoral ou ainda inibir a neovascularizacdo. Entretanto, pode haver uma acéo
contréria, favorecendo o crescimento neoplasico e a metastatizacdo, por aumento da
proliferacédo celular, estimulando a mobilidade e migracéo celular ou potencializando
a angiogénese no tecido tumoral (BALKWILL, 2004; FALCAO JUNIOR, 2008; HAO,
2012).

2.3 Estresse oxidativo e o papel do 6xido nitrico no contexto do cancer

7

Estresse oxidativo/nitrosativo é uma situacdo associada a um desequilibrio
entre a geracdo de compostos oxidantes (espécies reativas de oxigénio — ROS e de
nitrogénio — RNS) e a atuacédo dos sistemas de defesa antioxidante, levando ao

acumulo dessas espécies reativas que desempenham papel nos varios contextos
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patolégicos, incluindo na inflamacdo, doencas cardiovasculares, alteracdes
metabdlicas e cancer (PANIERI; SANTORO, 2016).

Esta condicéo pode causar danos aos tecidos por diferentes mecanismos que
incluem: i) danos ao DNA (quebras de DNA, modificacbes de bases, e ligacdes
cruzadas no DNA, o que leva a erros de replicacdo e instabilidade gendmica,
associadas com a iniciacdo tumoral (SOSA et al., 2013; KUNDU; SURH, 2012). ii)
peroxidacao lipidica; iii) danos em proteinas e oxidacdo de enzimas; e iv) inducao
da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias a partir de mondcitos e macrofagos
(KATAKWAR; NAIK; MITTAL, 2016).

No contexto do cancer, € descrito que ROS estdo envolvidas em todos o0s
estagios da doenca: iniciacdo, promoc¢ao e progressdo. Dados da literatura suportam
a participacdo de ROS na fase de iniciacdo do cancer, considerando a presenca de
danos oxidativos no DNA em tecidos tumorais (KATAKWAR; NAIK; MITTAL, 2016).

Na fase de promocdo, caracterizada pela expansdo clonal das células
iniciadas, o0 estresse oxidativo esta largamente envolvido, considerando que ROS
modulam genes relacionados a proliferacdo e morte celular, além de regular a
atividade de fatores transcricionais, tais como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e o
p53, 0s quais, em conjunto, controlam o crescimento celular e a oncogénese, o0 que
culmina com o estimulo a proliferacdo sustentada e/ou inibicdo de apoptose. Ainda,
0 estresse oxidativo pode ativar as vias de proteinas cinases ativadas por mitbgenos
(MAPK), tais como, ERK/MEK, além da via fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/AKT, o
que pode resultar na inativacdo de proteinas pro-apoptéticas e na regulacdo de
genes antiapoptoticos (TAKASHIMA; FALLER, 2013; KATAKWAR; NAIK; MITTAL,
2016). A via das MAPKs possui papel importante na tumorigénese, principalmente
por ativar fatores de transcricdo como c-Jun e c-Fos, que regulam a expresséao de
genes envolvidos na proliferacdo celular, diferenciacado, transformacao, inflamacao,
entre outros (DHILLON, 2007). J& a PI3K esta relacionada a via da RAS, que possui
papel fisiolégico importante na sobrevivéncia celular (TAKASHIMA; FALLER, 2013).

Ainda, ROS também contribuem para o ultimo estagio, a progressao do
cancer. Nesse caso, a geracao de grandes quantidades de ROS pode contribuir na
inducdo de mutagdes, inibicdo de antiproteinases, e indu¢cdo de metaloproteinases
de matriz (MMPs) (SHINOHARA et al., 2010). Além disso, o0 aumento dos niveis de
bases de DNA modificadas por oxidacdo pode contribuir para a instabilidade

genética e potencial metastatico das células tumorais no céancer, efeito este
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potencializado pelos efeitos angiogénicos de ROS, essenciais para 0 processo de
metastizacao (KATAKWAR; NAIK; MITTAL, 2016).

Sistemas antioxidantes enziméticos e ndo-enzimaticos trabalham
sinergicamente para proteger células e 6rgaos contra os danos produzidos pelo
estresse oxidativo e, portanto, contra o cancer (JAWANDA, 2009).

No entanto, sob condigcbes que promovem o0 estresse oxidativo/nitrosativo,
antioxidantes endogenos podem néo ser suficientes. Os antioxidantes enzimaticos
mais eficazes séo a glutationa peroxidase, a catalase e a superoxido-dismutase. Os
antioxidantes nao-enzimaticos incluem a vitamina E e C, antioxidantes tiol
(glutationa, tiorredoxina e &cido lipdico), além de melatonina, carotenoides,
flavonoides naturais, e outros compostos (Quadro 2) (CHOUDHARI et al., 2014). H&
cada vez mais evidéncias para apoiar uma ligacdo entre o aumento dos niveis de
ROS/RNS e atividades reduzidas de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
em varias doencas (BIRK et al., 2013; RAHMAN, 2007; VALKO et al., 2007

KURUTAS, 2016).

Quadro 2. Antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos e sua a¢do na carcinogénese.

Nome do antioxidante e

Acéo do antioxidante
sua natureza

Significancia na carcinogénese

Antioxidantes enzimaticos

Destréi O,”

Superéxido dismutase Cu, Zn-SOD catalisam a

Mn-SOD tem atividade antitumoral

(SOD) dismutacéo do anion superoxido

para oxigénio e agua

Tem altas taxas de rotatividade ~ Associado a capacidade aumentada
Catalase Converséao do H,O, em agua e de uma variedade de tumores para

oxigénio molecular

desintoxicar H,O,

Glutationa peroxidase

Glutationa peroxidase
dependente de selénio catalisa
a conversdao de H,0, ou
perdxido organico em agua ou
alcool

Principal fonte de prote¢cdo contra
baixos niveis de estresse oxidativo

Antioxidantes ndo enzimaticos

Vitamina C

Trabalha em ambiente aquoso,
protege membranas contra a
oxidacéo

Reduz a
vitamina E

degradacdo da

Reduz a incidéncia de cancer de
estdmago devido a sua acao inibitoria
na geracao de compostos N-nitroso
Efeito protetor em céncer de pulmé&o e
colorretal
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Vitamina E — Alfa
tocoferol (a-Tocoferol)
— forma mais ativa da
vitamina E em
humanos

Fornece protecédo contra
peroxidacao lipidica
Principal/importante antioxidante
ligado a membrana empregado
pela célula

Causa inibicdo de formacao de
radicais livres e ativacdo de
endonucleases

Inibicdo da sintese de DNA,
RNA e proteinas em células
cancerigenas

y- e O- tocoferbis sdo preventivos de
cancer

Efeito protetor contra o tabagismo
Atividade inibitéria em cancer de
pulmao e colo e céncer colorretal
Tocoferoéis mistos tém sido
descobertos para prevenir
carcinogénese mamaria em estudos
com animais

Antioxidante tiol —
glutationa

Carotenoides —
pigmentos que sao
encontrados em
plantas e
microorganismos

Principal tampdo redox tiol-
dissulfeto da célula

Cofator para varias enzimas
desintoxicantes

Elimina os radicais hidroxila e
oxigénio singleto diretamente,

regenera Vitaminas C e D

Extingue oxigénio singleto sem
degradacgéo

Previne dano em
compartimentos lipofilicos em
baixa pressdo parcial de
oxigénio

Imunomodulagdo, estimulacéo
de aumento nos numeros de
linfécitos T-helper e células NK,
bem como de células com
receptores de IL-2

N-acetil-L-cisteina  inibe  mutacdes
espontaneas e induzidas em bactérias,
previne formacdo in vivo de DNA-
carcinogénico e suprime ou atrasa o
desenvolvimento de tumores ou lesdes
pré-neoplasicas em roedores

Pode prevenir a iniciacdo tumoral, e
reduzir tidis pode defender contra o
estresse oxidativo

Pode ser util para prever o risco de
carcinogénese oral em consumidores
saudaveis de tabaco e para prever a
sobrevivéncia de pacientes com
céancer oral

Pode prevenir ou inibir certos tipos de
cancer, pode causar inibicdo de
mutagénese, inibicdo do crescimento
de células cancerosas

Pode agir como um pré-oxidante

Flavonoides — grupo
de metabdlitos
secundarios da classe
dos polifendis.

Podem eliminar radicais peroxil
e sdo inibidores eficazes da
peroxidacdo lipidica, podem
quelar metais redox-ativos e
assim prevenir a quebra
catalitica de H,0,

Agentes antitumorais e
anticancerigenos. Modificam as
atividades de enzimas envolvidas na
carcinogénese, no crescimento
tumoral ou na metéstase.

FONTE: Adaptado de CHOUDHARI e colaboradores (2014).

Ha, certamente, um grande campo a ser estudado, no que se refere a uma

melhor compreensdo de todos os mecanismos reguladores e regulados pelo

estresse oxidativo/nitrosativo e sua possivel aplicacdo em prevencao, diagnostico

precoce e tratamento do cancer.

O NO é uma molécula pleiotrépica altamente instavel, e tem uma meia-vida

de 1-5 segundos in vivo (GLADWIN et al., 2003). As ac¢des do NO séo tipicamente

mediadas através de vias dependentes ou independentes de monofosfato de
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guanosina ciclico (cGMP). O NO é gerado por trés isoformas de sintase de NO
(NOS): neuronal (nNOS/NOS1), induzivel (iNOS/NOS2) e endotelial (eENOS/NOS3),
que catalisam a sintese de NO a partir da L-arginina usando a nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato e o oxigénio molecular como substratos (FORSTERMANN;
SESSA, 2012; RIDNOUR et al., 2015). O elétron ndo emparelhado do NO permite
reagcBes com moléculas inorganicas (oxigénio, superoxido ou metais de transicao),
com o acido desoxirribonucleico (DNA), e com grupos prostéticos (isto €, heme) ou
proteinas, explicando assim a sua variedade de atividades biolégicas (SINGH;
GUPTA, 2011). Extensa investigacao tem sido realizada na perspectiva de estudar
os efeitos do 6xido nitrico (NO) na biologia do cancer. Dados experimentais da
literatura sdo inconclusivos e conflitantes, o que reflete a dificuldade em decifrar o
papel do NO na doenca. Esses efeitos dicotbmicos do NO no céancer resultam da
sua capacidade de interferir com varios processos relacionados ao desenvolvimento
e evolugcdo da doenca, tais como, o0 crescimento tumoral, migracdo, invasao,
sobrevivéncia, angiogénese e metadstase (Quadro 3). Portanto, os resultados
conflitantes séo, na realidade, consequéncia da natureza dual dos efeitos celulares
mediados por NO, que dependem de véarios fatores, como, a concentracdo de NO
(HALDER et al., 2016), o microambiente e o ciclo celular no tumor (RIDNOUR et al.,
2008; HALDER et al., 2016), o estado redox (MOCELLIN; BRONTE; NITTI, 2007) e
o tempo de exposicao (VILLALOBO, 2007).

Nesse contexto, varios relatos associam o aumento dos niveis de NO e da
expressao de iINOS a diferentes tipos de cancer (KUNDU; SURH, 2012) incluindo
tumores de pulmdo (OKAYAMA et al., 2013), cdlon (AMBS et al.,, 1999), mama
(GLYNN et al., 2010), melanoma (GRIMM et al., 2010) e pancreas (XIONG et al.,
2001). Os mecanismos pelos quais o0 NO e seu derivado, o peroxinitrito, induzem
carcinogénese associada a inflamacdo envolvem a inducdo de danos no DNA, a
supressao de enzimas de reparo do DNA, a modificacdo de proteinas, o aumento da
proliferacdo celular, da angiogénese e de metastases, além da inibicdo da apoptose
e da imunidade antitumoral (KUNDU; SURH, 2012).

Os efeitos do NO podem ser descritos mais especificamente em relacdo a
eventos caracteristicos do cancer, tais como, proliferacéo, apoptose e angiogénese
(BURKE et al., 2013).

Em relagdo a proliferacdo, o NO inibe a proliferacdo celular e induz

senescéncia, em algumas situacdes; entretanto, ele também pode estimular o
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crescimento celular (SOHN et al, 2012), sendo estes efeitos diretamente
dependentes da concentracdo de NO (BURKE et al., 2013). Os mecanismos de
estimulacdo da proliferacdo celular mediados por NO incluem o aumento da
sinalizacdo do fator de crescimento de fibroblastos (ZHENG et al.,, 2006), a
estimulacao de vias de proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKS), a ativacéo
da eNOS pela via da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)/Akt, e/ou recrutamento de
proteina de choque térmico (VILLALOBO, 2007), além de modificacdo de proteinas
(ARANDA et al., 2012).

Em relacdo ao processo de morte celular por apoptose, dados da literatura
mostram que o NO pode induzir ou inibir esse processo, por regular muitas
moléculas e organelas envolvidas, dentre estas, a proteina p53, membros da familia
BCI-2, caspases e mitocondria (TARR; EGGLETON; WINYARD, 2006; KUNDU,;
SURH, 2012).

De forma semelhante, no que diz respeito a angiogénese, o NO é um
mediador chave no processo agindo como um mediador downstream de varios
efetores angiogénicos, porém, seus mecanismos sao complexos e envolvem
multiplas vias. Fatores angiogénicos, como o fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), a esfingosina-1-fosfato, angiopoietinas, estrogénio, estresse
metabolico, entre outros, induzem a liberagdo de NO a partir do endotélio por
estimular a via eNOS. O NO também exerce efeitos pro-angiogénicos por inibir
fatores antiangiogénicos enddgenos, tais como a trombospondina 1. Outra evidéncia
para a inibicdo de fatores antiangiogénicos esta no fato de que o L-NAME, um
inibidor da sintese de 6xido nitrico, aumentou 0s niveis de angiostatina, um agente
antiangiogénico, em células endoteliais vasculares, sugerindo que o NO estaria
exercendo efeitos pré-angiogénicos por inibir esse mediador (MATSUNAGA et al,
2002; BURKE et al., 2013).

No contexto da angiogénese, o NO promove maturacao e dilatacdo dos vasos
(FUKUMURA; KASHIWAGI; JAIN, 2006), liberacdo de VEGF, ativacdo de COX-2 e
aumento da producgédo de prostaglandina (PGEZ2), aumento da permeabilidade da
vasculatura tumoral (BURKE et al., 2013; CHOUDHARI et al.,, 2013), além de
recrutar células derivadas da medula Ossea e células perivasculares, com
consequente aumento da angiogénese (BURKE et al., 2013).

Considerando todos os aspectos descritos, pode-se dizer que o NO pode ter

efeitos pré ou antitumorigénicos, como consequéncia, diferentes abordagens que
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interferem com a via do NO séo investigadas para o tratamento do cancer. Dentre

estas podem ser citadas: o uso de inibidores de NOS, no caso dos tumores

dependentes de NO para seu crescimento; e os doadores de NO, com o objetivo de

aumentar os niveis de NO de forma a atingir uma concentracao citotoxica, o que é

usado em tumores que ndo sdo dependentes de NO, considerando que estes nao

estdo adaptados a altos niveis desse mediador, o que é particularmente utilizado na

sensibilizacdo para radioterapia e quimioterapia (ARANDA et al., 2012).

Quadro 3. Diversas ag¢6es do 6xido nitrico (NO) no cancer: Papel promotor tumoral do NO.

Papel promotor do tumor

Papel do 6xido nitrico
(NO)

Mecanismo pelo qual o NO atua

Mecanismos genotoxicos

Formacéo de espécies toxicas e mutagénicas

Modificagdo direta do DNA — ruptura, oxidacdo e desaminacdo de
acidos nucleicos

Inibicdo dos sistemas requeridos para reparar lesées no DNA

Efeitos antiapoptoticos

MutagcBes GC para AT na p53 — perda da sua atividade repressora
Inibicdo direta da atividade da caspase através da s-nitrosilacéo da
cisteina tiol

Inibicéo da liberag&o do citocromo C

Aumento na expressao do Bcl-2

Supressao da geracdo de ceramida

Ativacédo da ciclo-oxigenase

Indugéo e promocéo da
angiogénese (iNOS e
eNOS)

Dilatacdo dos vasos arteriolares pelo eNOS

Liberagcéo de VEGF e estimulacdo do NO da hiperpermeabilidade do
endotélio vascular

Producdo aumentada de PGE2, resultando em aumento da
permeabilidade da vasculatura tumoral

Ativacdo da COX-2, a qual estimula a produgdo de fatores pro-
angiogénicos e prostaglandinas

Limitacdo da resposta
imune do hospedeiro contra
0 tumor

Supressao da proliferacdo e da infiltracdo de leucécitos
Baixa interacao leucdcito-endotélio

Promocéo de metastase

Promocdo da linfangiogénese e propagacdo para linfonodos
possivelmente através do envolvimento do VEGF-C
Upregulation de MMP-2 e MMP-9

Downregulation de TIMP-2 e TIMP-3

FONTE: Adaptado de CHOUDHARI e colaboradores (2013).
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2.4 Estudos datoxicologia/farmacologia de drogas com potencial antitumoral

A avaliacdo da toxicidade é realizada com o objetivo de determinar o potencial
de novas substancias e produtos em causar danos a saude humana. O teste de
toxicidade aguda € o primeiro ensaio na avaliagcdo da seguranca de novas drogas.
Testes que avaliam a toxicidade sistémica sao utilizados para classificar e,
apropriadamente, rotular substancia de acordo com o seu potencial de letalidade ou
nocividade como estabelecido pela legislacdo (CHAPMAN et al., 2010).

Além da letalidade, outros parametros séo investigados nestes estudos, como
identificar o potencial toxico em 6rgdos especificos, identificar a toxicocinética e a
relacdo dose-resposta. Baseia-se na administragcdo em uma ou mais doses durante
um periodo ndo superior a 24 horas, seguido de observacdo dos animais por 14 dias
apos a administracdo. Assim sendo, o objetivo principal de estudos toxicolégicos
pré-clinicos identificar o potencial toxicolégico do candidato a farmaco, bem como a
forma de preveni-los, e a reversibilidade dos efeitos adversos (CEKANOVA;
RATHORE, 2014).

Considerando que as substancias citotoxicas ndo sdo letais as células
neoplasicas de modo seletivo, o conhecimento acurado da toxicidade da substancia
em estudo requer o claro conhecimento a respeito dos mecanismos de toxicidade e
dos fatores de risco correspondentes (MAHAJAN et al., 2015).

O desenvolvimento de novos farmacos antitumorais torna-se mais complexo
que o desenvolvimento de novos farmacos de outras classes terapéuticas. A
atividade de um farmaco antineoplasico baseia-se na busca da destruicdo de células
tumorais, que tém como caracteristica comum se dividirem muito mais rapido que a
maioria das células normais. Porém, podem ocorrer efeitos secundarios em células
normais de crescimento rapido, como as gastrointestinais, capilares e as células
sanguineas (especialmente na medula 6ssea), causando efeitos como anorexia,
diarreia, nauseas, voOmitos, alopecia e maior susceptibilidade as infeccdes
(BRANDAO et al., 2010).

Véarios sdo os farmacos quimioterapicos usados na clinica com perfil de
toxicidade significativa, entre eles o 5-fluoruracil (5-FU) apresenta como efeitos
colaterais mais conhecidos a mielosupressdo, alteracbes gastrointestinais,
alteracdes hematoldgicas e também estd associado a reacdes cardiacas (ROQUE;

FORONES, 2006; STEGER; HAUTMANN; KOLBL, 2012); o metotrexato, o
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docetaxel e a cisplatina que desencadeiam toxicidade renal (BEZERRA et al., 2008);
a doxorrubicina que induz cardiotoxicidade e mielossupressao (PRADOS et al.,
2012); e a ciclofosfamida que induz cistite hemorragica. A importancia de se
conhecer os efeitos toxicos dos farmacos utilizados na clinica esta na possibilidade
de prevenir/ tratar os efeitos indesejaveis e assim possibilitar seu uso com melhor
gualidade e adesao do paciente ao tratamento.

Nesse contexto, o principal desafio da terapia antitumoral encontra-se na
descoberta de farmacos que, além de possuirem elevada poténcia, possuam grande
seletividade para as células cancerigenas, aumentando a seguranca de seu uso.
Diante disso, € evidente a importancia da avaliacdo do balanco entre a atividade
antitumoral versus toxicidade de um determinado produto para verificar sua
aplicabilidade farmacolégica. Modelos experimentais, in vitro e in vivo, sao
importantes para a obtencdo de informacdes sobre a toxicidade de uma droga em
estudo (TALMADGE et al., 2007).

Os ensaios agudos sdo obrigatérios para todo tipo de material em teste,
independentemente do tempo de uso proposto para a espécie humana, pois
evidenciam o risco de intoxicacdes agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de
preveni-las, permitindo dessa forma, conhecer o indice de letalidade, a forma de
morte produzida pelo excesso do produto em teste, os 6rgdos alvo, as alteracdes
comportamentais e o0s sinais que precedem a morte (LARINI, 1999).

Véarias metodologias podem ser utilizadas para a realizacdo de estudos de
toxicidade aguda, uma delas e a mais bem aceita € 0 guia para a conducdo de
estudos nao clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria em 2013, onde ressalta que estudos para a determinacdo de DL50 (dose
que induz morte de 50% dos animais experimentais) nao sao necessarios (ANVISA,
2013). O protocolo para avaliacdo da toxicidade aguda é feito a partir da
administracdo em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 horas,
seguido de observacdo dos animais por 14 dias. Podem ser utilizados métodos
alternativos para a estimativa da dose letal envolvendo um menor nimero de
animais, tais como os preconizados nos guias da OECD (Organisation for Economic
Co-operation and Development) “Guidelines for Testing of Chemicals”, como por
exemplo o Guia de no 423 (OECD, 2001).
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Baseado neste guia da OECD, para o ensaio de toxicidade aguda administra-
se uma dose da substéncia teste a um grupo de trés animais, e dependendo da
relagdo sobrevivéncia/morte, o estudo é repetido com outros animais recebendo
doses maiores ou menores da mesma substancia. A dose inicial utilizada é
selecionada a partir de uma das quatro opcdes preconizadas pelo guia, tais quais: 5,
50, 300 ou 2000 mg/kg. Quando né&o existe qualquer informacao sobre a substancia
que serd testada, por razbes de protecdo dos animais, deve-se a utilizar uma dose
inicial de 300 mg/kg. Ainda de acordo com o guia n. 423 da OECD, bem como com
as instrucdes da Food Drug Administration (FDA) para estudos de toxicidade aguda,
apenas um género é estudado em um ensaio de toxicidade aguda; geralmente,
assume-se a fémea como o género mais sensivel aos efeitos toxicos agudos de
produtos quimicos (OKOMODA; ATAGUBA; AYUBA, 2013).

No contexto da avaliacdo da toxicidade de novos candidatos a farmacos
antitumorais, o estudo dos efeitos genotoxicos assume papel relevante considerando
0 potencial téxico de muitos antineoplasicos sobre o material genético das células
nao tumorais. O conhecimento do potencial genotoxico de um farmaco ou de
compostos presentes no meio ambiente é uma informacdo essencial para as
agéncias regulatorias, no que se refere ao estabelecimento de riscos para 0 homem
e para o ambiente (LEE et al., 2016).

Segundo protocolos internacionais de estudos pré-clinicos in vivo, para o
estudo de potenciais farmacos, a analise de parametros bioquimicos, hematolégicos
e histolégicos no sentido da investigacdo do potencial toxicol6gico € necessaria
(MAGALHAES et al, 2010). E de indicacdo para esses estudos
farmacoldgico/toxicolégicos a analise de parametros que avaliem a funcdo hepatica
(a exemplo das dosagens das transaminases alanina e aspartato aminotransferases)
e renal (a exemplo das dosagens de uréia e creatinina), além dos parametros
hematoldgicos. As andlises histolégicas, por avaliarem o0s aspectos micro e
macroscopicos de possiveis lesbes e/ou alteracdes funcionais em nivel celular,
mostram-se também de utilidade na investigacdo (MAGALHAES et al., 2010).

A genotoxicidade é um campo de conhecimento relativamente recente, e se
situa na interface entre toxicologia e genética, por isso denominada, frequentemente,
também de genética toxicologica. Esta visa o estudo dos processos que alteram a
base genética da vida, quer seja em sua estrutura fisico-quimica do DNA (acido

desoxirribonucléico), processo classificado como mutagénese; quer seja na
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alteracdo do determinismo genético em niveis celulares ou organicos, identificados
respectivamente como carcinogénese e teratogénese (OLIVEIRA, 2012).

Dentre os testes disponiveis para avaliacdo do dano genético esta o teste do
micronucleo com eritrocitos. Micronucleos séo estruturas cromatidicas delimitadas
por membrana, separados do nucleo principal e visiveis em células interfasicas.
Podem ser resultantes de fragmentos cromossOmicos acéntricos ou cromossomos
inteiros que nado foram incluidos no ndcleo principal devido a acdo de substancias
clastogénicas ou aneugénicas (RIBEIRO et al., 2003).

O teste do micronucleo baseia-se na observacdo de células que sofrem
quebra de cromatides, ou alteragdes na distribuicdo de suas crométides, devido a
acdo de agentes genotoxicos. Durante a anafase (fase da divisao celular em que ha
a segregacdo dos cromossomos), os fragmentos provenientes das quebras ou
cromossomos inteiros, ndo acompanham a migracdo para os polos da célula.
Consequentemente, na teléfase (fase em que os cromossomos se descondensam e
ocorre a formagdo de um novo invllucro nuclear em torno de cada conjunto de
cromossomos), tais fragmentos cromatidicos ndo séo incluidos nos nucleos das
células filhas, formando um Unico ou multiplos microndcleos no citoplasma dessas
células. Assim, quando um produto em teste aumenta a frequéncia de eritrécitos
micronucleados, ha a indicagdo de que ela interfere na divisdo nuclear dos
eritroblastos da medula, quebrando cromossomos ou interferindo no fuso, levando
ao aparecimento de fragmentos de cromatina, ou cromossomos inteiros, que nao se
incorporaram ao nudcleo das células-filhas, os micronlcleos (COSTA- SILVA,;
NEPOMUCENO, 2010; FERIGOLO; SAGRILLO, 2013; TSUZUKI, 2016).

Dentre os métodos para investigacdo de toxicidade genética in vivo, o teste
do micronucleo, realizado em roedores, tem sido amplamente empregado e aceito
pelas agéncias reguladoras e comunidade cientifica, como a “Organisation for
Economic Co-operation and Development” (OECD), em seu “Guidelines for the
testing of chemicals/ section 4: Health Effects — Mammalian Erythrocytes
Micronucleus Test: n° 474 e recomendado pelo Gene - Tox Program, Environmental
Protection Agency — EPA/US”. Este guia é recomendado pelos 6rgaos nacionais que
regulamentam os estudos pré-clinicos de farmacos, por meio do “Guia para
conducdo de estudos nao-clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica
necessarios ao desenvolvimento de medicamentos” da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (OECD et al., 2001; ANVISA, 2013).
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Nos estudos farmacoldgicos/toxicolégicos, apds exposicdo as drogas, sao
analisados parametros que avaliam possiveis altera¢cdes na funcdo hepética, como
as transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), que sao duas enzimas de extrema importancia para avaliacdo da funcéo
hepatica, usadas como indicadoras de danos hepatocelulares. A ALT esta elevada
em uma variedade de alteracbes hepdticas incluindo infec¢des virais, cirrose,
esteatose ndo alcodlica e toxicidade por drogas (MONTEIRO, 2010; LIMA, 2009).
Assim como sdo avaliados a funcdo renal, como ureia e creatinina, bem como 0s
parametros hematologicos como o eritrograma, leucograma e plaquetograma.
Adicionalmente, exames histolégicos (macro e microscopicos) sdo de extrema
importancia, pois analisam estrutura e funcédo, em nivel celular (BEZERRA et al.,
2009).

Os tumores experimentais tém grande importancia para o estabelecimento de
padrbes de replicacdo neoplasica. O carcinoma de Ehrlich ascitico (CEA) € um dos
mais comuns entre esses tumores. E uma neoplasia experimental transplantavel de
origem epitelial maligna, correspondendo ao adenocarcinoma mamario espontaneo
de camundongo fémea que é mantido na forma ascitica por passagens através de
transplantes intraperitoneais semanais das células tumorais para outro camundongo
(GURGEL et al., 2009).

A primeira referéncia a esse tumor se deu em uma fémea murino que
apresentou um carcinoma mamario espontaneo. Ehrlich e Apolant, em 1905, usaram
espécimes desse tumor para transplantes subcutdneos sucessivos entre ratos
(EHRLICH, 1906).

Lettre, em estudos realizados a partir da década de 1940 forneceu
padronizacdo ndo sO para medi¢do desse tumor, mas também para conversées que
o tornaram adequados para pesquisas qualitativas e quantitativas (LETTRE et al.,
1972).

Apods 1948 houve uma rapida difusdo do CEA em centros de pesquisa em todo
o mundo. Trata-se de um carcinoma indiferenciado, originalmente hiperdipléide,
altamente transplantavel, isento de regressdo espontanea, com curto periodo de
vida e rapida proliferacdo. N&o se identificaram antigenos especificos anti-tumor de
Ehrlich. Essa neoplasia, quando injetada no peritbneo, provoca efuséo,
caracterizando ascite. Frequentemente, a viruléncia tumoral aumenta a partir de

transplantes repetidos, de maneira que o grau de proliferacdo celular tumoral sofre
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incremento gradativo. Contudo, a desdiferenciacdo cede gradualmente e as células
obtém controle independente de crescimento, heterotransplantabilidade e converséo
na forma ascética (OSIPOV et al., 2014).

O liquido ascitico tipico do CEA tem coloracdo cinza-claro, algumas vezes
apresenta certa viscosidade. Contém em torno de 10 milhdes de células neoplasicas
em cada 0,1ml, caracterizadas por sua homogeneidade de distribuicdo, o0 que
permite uma precisao quantitativa nos transplantes e possibilita a contagem de
células por sistemas simples. O tumor de Ehrlich pode ser transplantado para o
peritoneo, prodizindo a forma ascitica, mas também pode ser implantado no tecido
celular subcutaneo, produzindo a forma sélida (VERCOSA et al., 2007; AZEVEDO et
al., 2014). Outra vantagem do CEA é que suas células ndo aderem a superficies
sintéticas in vitro. Observa-se que de 4 a 7 dias apds o transplante ha formacéo de
em torno de 10 ml de liquido ascitico. A replicacédo celular se da em duas fases: a
primeira de proliferagdo, na qual ha um crescimento exponencial do numero de
células, seguida por um “plateau”, secundado por uma fase de quiescéncia, na qual
0 numero de células permanece quase constante (FERNANDES et al,2015).

Durante a transicao entre a fase proliferativa e o “plateau” ocorrem mudancas
morfoldgicas e metabdlicas nas células, como deterioracdo estrutural, diminuicdo do
namero de mitocondrias, declinio da sintese de RNA e DNA e perda de purinas e
pirimidinas intracelulares, nucleotideos, nucleosideos e bases. Além disso, é
observado declinio na concentracdo de ATP. H& rapida divisdo celular na fase
proliferativa e o acimulo de ascite ocorre paralelamente a proliferacdo celular. A
morte do animal se d4 em periodo variavel, em decorréncia do aumento da presséo
intraabdominal e compresséo dos érgdos adjacentes (OZASLAN et al., 2011).

Observou-se que ha aumento da permeabilidade microvascular no peritoneo de
animais portadores de CEA, com conseqiiente ascite, provavelmente mediada por
um fator vascular produzido pelas células tumorais. Sabe-se que esse fator ndo tem
aparente efeito nos vasos sistémicos. Ha também referéncia a inibicdo da
proliferacdo celular na medula 6ssea do hospedeiro do CEA, e a sua intensidade
depende do tempo de instalacdo do tumor (SENGER et al., 1983).

Do ponto de vista citomorfologico as células do carcinoma de Ehrlich se
caracterizam por se situarem isoladas, grandes, arredondadas, com citoplasma
delicado escasso e microvacuolizado. Os nucleos sdo volumosos com inversdo da

relacdo ndcleo/citoplasma. Apresentam cromatina granular, irregularmente
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distribuida. Os nucléolos sdo proeminentes e de configuracdo anormal (ANJOS et
al., 2008).

Quando inoculado na cavidade abdominal, as células tumorais crescem na sua
forma ascitica desenvolvendo uma carcinomatose peritoneal. Essa forma tem como
caracteristica grande acumulo de fluidos no abdome (ascite) e uma baixa resposta
inflamatdria, com pequena infiltracdo de macréfagos e um influxo tardio de células
polimorfonucleares para a cavidade (a partir de sexto dia apds a inoculacao)
(FECCHIO, 1990; HOSSNE, 2002; FERREIRA, 2006).

O tumor de Ehrlich possui caracteristicas agressivas, podendo induzir
mielossupresséo e afetar a resposta inflamatéria por meio do aumento dos niveis de
citocinas pré-inflamatérias como IL13 e MCP1, além de prostaglandina E2 (PGE2) e
oxido nitrico (SANTOS et al., 2016; FERNANDES et al., 2015).

As caracteristicas acima descritas situam o carcinoma de Ehrlich como um
tumor experimental de tipificacdo morfologica definida, comportamento biol6gico
previsivel e facilidade de transplante. Além disso, a sua reprodutibilidade € facil, o
gue permite sua utilizacdo nos diversos centros de pesquisa do mundo de maneira
comparavel (GURGEL et al., 2009).

2.5 Derivados Tiofénicos

A pesquisa e desenvolvimento de farmacos tem sido moldada pelo
envolvimento de vérias areas do conhecimento como a quimica, a fisiopatologia, a
farmacologia, a microbiologia, a bioquimica, a biologia molecular, entre outras. As
ferramentas biotecnolégicas, associadas aos métodos de quimica medicinal, como a
sintese racional de novos farmacos, ganham papel de destaque no desenvolvimento
de novas moléculas com atividade biologica (FERREIRA, 2012).

As estratégias de modificagdo molecular consistem na realizacdo de
pequenas modificagdes quimicas em um composto protétipo matriz, possuidor de
estrutura quimica e atividades biolégicas bem conhecidas (mantendo constante seu
grupo farmacoforico) obtendo-se novos compostos analogos ou homologos, sem
perda das principais propriedades do composto matriz (MONTANARI, 2001;
MADIGAN et al.,, 2010). A validagdo de um novo alvo por método quimico ou

genético tem conduzido, frequentemente, ao estudo da otimizacdo das propriedades
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farmacoldgicas e toxicologicas para o tratamento de diversas doencas (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010)

O planejamento racional de farmacos auxilia na identificacdo de um
composto-protétipo candidato a novo farmaco, de forma que muitas estratégias
podem ser empregadas nesse processo, permitindo que as descobertas sejam mais
planejadas, racionais e menos dispendiosas a fim de reunir farmacéforos em uma
Gnica molécula e obter sinergismos de atividade (DO AMARAL; MONTANARI, 2002;
WELSCH et al., 2010). Essas modificacbes permitem que dois farmacos
estruturalmente semelhantes, diferenciando-se apenas por um atomo ou posi¢cao
que este ocupa na molécula, podem apresentar diferencas quanto as suas
propriedades fisicoquimicas e, consequentemente, quanto a atividade bioldgica,
tanto do ponto de vista quantitativo como qualitativo (WERMUTH, 2003; TAVARES,
2004)

Fazendo uma analise das estruturas quimicas dos farmacos comercialmente
disponiveis, observa-se que a grande maioria contém pelo menos um composto
heterociclico (DESIMONE et al., 2004; BOTELHO, 2014). A crescente procura por
novas substancias para o tratamento de doencas vem demonstrando que o0s
heterociclicos sdo de grande importancia na sintese de compostos de interesse
biologico (EL-SHARKAWY, EL-SAYED, ZAKI, 2012). Muitos destes compostos
heterociclicos sdo farmacos mundialmente consumidos que apresentam atividades
farmacoldgicas diversificadas, tais como anti-hipertensiva (losartana); antiviral
(ribavirina); antitumoral (fluorouracil); antifangica (fluconazol); antiprotozoaria
(metronidazol) e antibacteriana (tazobactam) (MAHAMMAD et al., 2012).

Portanto, a importancia dos compostos heterociclicos € incontestavel,
particularmente no que se refere ao fato de inUmeros usos como medicamentos.
Neste contexto, diversas substancias sintéticas sao obtidas a partir de derivacdes de
anéis heterociclicos, dentre as quais, destaca-se o tiofeno devido a sua
potencialidade como protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos (ANDES;
PASCUAL; MARCHETTI, 2009).

O anel tiofeno é uma estrutura pentamérica com a presenca de um
heteroatomo de enxofre (na posicéo 1) e duas duplas ligagdes (nas posicoes 2 e 4).
A literatura destaca a descoberta e caracterizacdo de propriedades fisico-quimicas
dos tiofenos (Figura 3) na década de 1880 e foi atribuida a Victor Meyer

(HELLIWELL et al., 2011). Sua ocorréncia se da em varios organismos Vivos.
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Derivados tiofénicos ja foram identificados como metabdlitos secundarios em alguns
organismos como fungos e plantas, como a Tagetes patula L. e Tagetes minuta L.
(Asteraceae) (MARGL et al., 2001).

Figura 3. Estrutura do tiofeno.
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Fonte: http://chem.libretexts.org/

A estrutura do anel tiofénico, em particular, tornou-se atrativa para a quimica
medicinal a partir do momento em que varias atividades biologicas foram atribuidas
a este nucleo (FAKHR et al, 2008; BEHBEHANI, 2012;). A literatura relata diversas
propriedades entre as quais se destacam as atividades antifungica (CHAN et al.,
1975; RYU et al., 2005) e antitumoral (DALLEMAGNE et al., 2003; WANG, et al.,
2011).

Exemplos de farmacos comerciais contendo o anel tiofénico sdo olanzapina,
dorzolamida, duloxetina, sertaconazol, o derivado benzotiofénico, um anti-HIV e o
raltitrexed (Tomudex®) farmaco utilizado no tratamento do cancer de colo retal
(BRAULT et al., 2005).

Além dos farmacos com nucleo tiofénico ja inseridos na terapéutica, muitas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas em ensaios pré-clinicos e clinicos com o0s
derivados tiofénicos. As reacfes de substituicdo nos 2-amino-tiofenos representam
uma forma verséatii de obtencdo de novos compostos biologicamente ativos.
Diversos derivados desse anel sédo relatados na literatura por apresentarem
promissoras atividades bioldgicas, dentre as quais: antileishmania (RAM et al, 1997,
LIMA et al, 2009); antimicrobiana (QUEIROZ et al., 2006; ARORA et al, 2013;
SUBBA, 2013), antifangica (PINTO et al., 2008; OLIVEIRA, 2013; MOURA; LIMA;
JUNIOR, 2015); antiviral (RASHAD et al., 2010), anti-inflamatoria (FAKHR et al.,
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2009), antinociceptiva (GONCALES et al.,, 2005; MOTA, 2012; PENHA, 2014),
antipsicotico (CALLIGARO et al., 1997), anticonvulsivante (GHOGARE et al, 2010),
ansiolitica (AMR et al., 2010 FORTES et al, 2013) e antioxidante (GOUDA et al,
2013).

Além disso, o0 nucleo tiofénico exibe atividade antitumoral relatada em varios
trabalhos. Pode atuar no processo de angiogénese atuando, possivelmente, em
mecanismos de transdugao de sinais tais como cinases, fosfolipase A2, metabolismo
do acido aracdonico, receptores de fosforilacdo (EGF) e Ca++-ATPase (CHAN et al.,
2004; ALQASOUMI, et al., 2009).

Estudos realizados por Dallemagne e colaboradores (2003) relataram a
sintese e a citotoxicidade de varios compostos relacionados ao ciclopentalc]tiofeno,

entre 0s quais alguns exercem uma atividade antitumoral in vivo.

Figura 4. Derivados tiofénicos com atividade antitumoral
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Atividade antitumoral também foi descrita por Ferreira e colaboaradores (2009)
em derivados 2-acil-3-ferrocenil-benzo[b]tiofenos contra algumas linhagens de
células tumorais humanas MCF-7 e MCF-7-ADR (adenocarcinoma de mama), A431
(carcinoma epidermdéide), HCT-15, A549 (carcinoma de pulmao), obtendo resultados
melhores do que a droga referéncia Cisplatina. Assim como, Shchekotinhin e
colaboradore (2009) realizaram testes com derivados antra[2,3-b]tiofeno-5,10-dionas
comprovando atividade contra linhagens de células tumorais L1210 (leucemia
linfocitica), Molt4/C8 (leucemia linfoblastica aguda), CEM (leucemia linfoblastica
aguda), K562 (leucemia mieldide crénica). Uma série de derivados contendo indol-2-
ona apresentaram atividade citotoxica contra as linhas celulares tumorais humanas
HT-29 (adenocarcinoma de mama), H460 (carcinoma de pulméo), MDA-MB-
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231(adenocarcinoma de mama) e SMMC-772 (Hetocarcinoma) (WANG, et al.,
2011).

Outros resultados mostraram que varios derivados 2-aminotiofeno possuem
grande potencial antiproliferativo em células humanas de adenocarcinoma cervical
(HeLa), adenocarcinoma pancreatico humano (PANC-1), interferindo com a
progressao do ciclo celular (DE AGUIAR et al., 2016).

Na avaliagdo da citotoxicidade sobre eritrocitos humanos de derivados
tiofénicos realizado por Rodrigues e colaboradores (2015) onde investigou a
atividade hemolitica de 32 derivados tiofénicos inddlicos e todos, inclusive o nosso
objeto de estudo o0 2-[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB-44), apresentaram CH50 > 400 pg/mL,
demonstrando, assim, a seguranca destes compostos para eritrécitos (BARBALHO,
2016). Neste mesmo estudo foi demostrado que 10 derivados tiofénicos
demonstraram atividade inibitéria contra formas promastigotas e amastigotas
axénicas de L. amazonensis, sendo os derivados contendo anel inddlico, SB-200,
SB-44 e SB-83, os mais efetivos (RODRIGUES, 2015).

Por fim, a avaliacdo da atividade antiproliferativa de 16 derivados do
cicloheptil [b] tiofeno, o SB-44 foi 0o mais citotoxico inibindo mais de 97% do
crescimento das linhagens de células tumorais humanas HT29 (cancer de célon),
NCI H-292 (cancer de pulmao) e HEP (cancer de laringe) pelo método do MTT
(SOUZA et al, 2012).

O SB-44 também apresentou citotoxicidade frente as linhagens de células
T47D (cancer de mama), NG97 (glioblastoma multiforme), CCRF-CEM (leucemia
linfoblastica aguda) e HL60 (leucemia promielocitica) e reducdo significativa da
massa tumoral de sarcoma 180 em ensaios in vivo (OLIVEIRA, 2013).

Considerando a busca incessante por novos farmacos pela industria
farmacéutica na identificacdo de moléculas potentes e seletivas, capazes de exercer
seu efeito em um alvo terapéutico especifico, diretamente relacionado a patogénese
da doenca aliada ao promissor grupo dos aminotiofenos o qual o composto SB-44
faz parte, tendo ainda uma vantagem adicional sobre compostos naturais e outros
compostos sintéticos por serem sintetizado com bom rendimento e pela
possibilidade de obtencdo em grandes quantidades, incluindo uma escala industrial,

o presente trabalho se prop6s a avaliar a toxicidade da referida substancia com o
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objetivo de fornecer dados relativos a seguranca de seu uso, bem como avaliar seu

potencial antitumoral e seus possiveis mecanismos de acao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

» Avaliar a toxicidade e o potencial antitumoral do derivado tiofénico sintético 2-
[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-

carbonitrila (SB-44) por meio de ensaios in vivo.

3.2 Objetivos especificos

= Investigar a toxicidade pré-clinica aguda do SB-44 em camundongos;

= Avaliar a genotoxicidade do SB-44 em camundongos;

= Estudar a atividade antitumoral in vivo do SB-44 em modelo de carcinoma
ascitico de Ehrlich (CAE);

» Analisar as altera¢g6es no perfil do ciclo celular induzidas por SB-44;

= Avaliar o efeito antiangiogénico do SB-44;

* [Investigar a participagdo de citocinas no mecanismo de acéo antitumoral do
SB-44;

» Investigar o efeito antioxidante do SB-44: quantificacdo de espécies reativas

de oxigénio e do 6xido nitrico;

» Avaliar o perfil de toxicidade do SB-44 apés tratamento antitumoral em
modelo de CAE.
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4 MATERIAL

4.1 Locais da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de
Oncofarmacologia (OncoFar) do |Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), onde
funciona o Programa de Pos-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
do Centro de Ciéncias da saude, da Universidade Federal da Paraiba (CCS/UFPB).

4.2 Reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: Cetamina — (Ketamin®); cloridrato
de xilazina —(Anasedan®); heparina — (HEPAMAX-S®); Solucéo fosfato tamponada
(PBS); Tween 80 (Sigma-Aldrich®); Dimetilsulféxido (Mallinckrodt CHEMICALS);
Triton X-100 (Sigma- Aldrich®); Soro bovino fetal (SBF) (Nutricell®); lodeto de
Propideo (Sigma -Aldrich); Tween 20 (Sigma-Aldrich®); 5-Fluorouracil (Sigma-
Aldrich®); Kit ELISA (eBioscience®) para dosagem de citocinas.

4.3 Sintese do 2-[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]Jtiofeno-3-carbonitrila (LPSF/SB-44)

o derivado 2-[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila (designado como derivado tiofénico SB-44)
utilizado neste trabalho, foi sintetizado e fornecido pelo Prof. Dr. Francisco Jaime
Bezerra Mendonga Junior, do Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas
(LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba, UEPB.

Para obtencdo do composto SB-44 foi empregada uma rota sintética ja
descrita anteriormente (MENDONCA JUNIOR et al.,, 2011; SOUZA et al., 2012)
composta por duas etapas reacionais, conforme a esquema a seguir.

A primeira etapa consistiu na reacdo de Gewald, onde malononitrila,

cicloheptanona e enxofre elementar foram postos a reagir em etanol sob catalise
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basica, numa reacdo multicomponente gerando o aducto de Gewald: 2-amino-

5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila. Apoés devidamente
purificado, esse intermediario, foi posto a reagir com indol-3-carboxaldehido numa
proporcdo equimolar, em meio acido, através de uma reacdo de condensacao,
gerando o composto desejado SB-44. A estrutura quimica do composto re-
sintetizado foi comprovada por comparagédo de suas propriedades fisico-quimicas e

sinais no RMN *H.

Figura 5. Sintese para obtengdo do composto SB-44

CN OHC
CN
+ < + S — / \ + /
CN NH;
s N

O

CN
/ N \ NH
S
SB-44
Quadro 4. Caracteristicas fisico-quimicas do SB-44
Cadigo LogP Rendimento Ponto de | Razao de Massa Formula | Aparéncia
(%) Fusao Frente Molecular | Molecular
Sistema
0,54
SB-44 5,29 97% 110-111 n- 319,11 Ci9H17N3S | Sdlido de
°C Hex./AcO g/mol cor
Et 9,5:0,5 amarelo

FONTE: RODRIGUES, 2015.
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Para os testes in vitro, os compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido —
(DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, EUA) e posteriormente diluidos nos
meios de cultura apropriados até atingir as concentracdes finais desejadas, néo
ultrapassando a concentracdo de 0,5% de DMSO. Para os experimentos in vivo, 0
composto avaliado foi emulsificado em solucéo salina 0,9% com 5% de Tween 80 e
administrado conforme a proporcao de 0,1 mL/10 g de peso corporal. A preparacao

ocorreu sempre minutos antes de cada administragéo.

4.4 Animais e condi¢cdes experimentais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) machos e
fémeas, pesando entre 25 e 35 g obtidos da Unidade de Producéo
Animal/lPeFarM/UFPB. Os animais foram agrupados em gaiolas de polietileno,
mantidos sob temperatura de 21 + 1 °C, sem uso de qualquer medicacdo, tendo livre
acesso a comida (tipo pellets de racdo da marca Purina®) e agua potavel. Os
animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os cuidados foram
considerados no sentido de diminuir a dor e o sofrimento dos animais.

As técnicas utilizadas para induzir a nocicepcdo em camundongos foram
selecionadas de acordo com a aceitacdo internacional e o0s procedimentos
experimentais realizados conforme o Guia de cuidados e uso de animais de
laboratorio (National Academy of Sciences, 2011), respeitando-se os limites de
exposicdo do animal aos testes, a fim de evitar leséo tecidual (ALMEIDA, 2006).

No dia do experimento os animais foram separados em gaiolas de polietileno
e mantidos na sala de experimentacdo aproximadamente 120 minutos antes da
realizacdo do teste, com a finalidade de se adaptarem ao novo ambiente, além de
serem privados de racao e agua 60 minutos antes dos ensaios.

As bancadas e os aparelhos utilizados foram higienizados com alcool 70%, no
entanto, durante os testes, foi utilizado etanol com baixa graduacéo (10%), a fim de
minimizar odores que viessem interferir no comportamento dos animais.

ApoOs todos 0s ensaios in vivo, 0s animais foram anestesiados com uma
solucéo de xilasina (16 mg/kg — i.p.) e cetamina (100 mg/kg — i.p.) e, em seguida,
eutanasiados por deslocamento cervical. Todos 0s experimentos seguiram a lei n°®

11.794, de 8 de outubro de 2008 que estabele os procedimentos para o0 uso
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cientifico de animais e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal da
UFPB sob certiddo N° 0611/11 (ANEXO 1).

4.5 Linhagem de células tumorais

Para os ensaios de atividade antitumoral in vivo foi usada uma linhagem de
adenocarcinoma murino (Carcinoma Ascitico de Ehrlich), gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (CPQBA/Unicamp). As células foram mantidas
na forma ascitica na cavidade peritoneal de camundongos Swiss (Mus musculus) na
Unidade de Producdo Animal (IPeFarM/UFPB), sendo realizados repiques semanais,
nos quais uma aliquota de células (200 pL de 1 x 10° células/mL) é transferida de

um animal para outro, a cada 5 dias.

4.6 Equipamentos

Foram utilizados o0s seguintes equipamentos: Centrifuga (HETTICH-
Zentrifugen- Rotina 380 R); Microscépio invertido (Olympus); Balanca analitica
(GEHAKA® AG 200); Citometro de fluxo (FacsCanto II, BD, EUA); Camera
fotografica (Canon OverShot A2500); Leitor de placa (Synergy HT, BioTek). Os
parametros bioquimicos e hematologicos foram determinados utilizando-se kits
especificos para o analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche
Diagnostic System) e o analisador hematoldgico celular automatico Animal Blood

Counter Vet (Horiba ABX Diagnostics), respectivamente.
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5 METODOS

Figura 6. Representacdo esquematica dos métodos utilizados no estudo da toxicidade e atividade
antitumoral de SB-44 (1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

Ensaios farmacolégicos/toxicologicos

com SB-44
I I
Toxicidade Atividade antitumoral em CAE
Toxicidade pré-clinica aguda Volume do tumor, viabilidade
celular e total celular
Genotoxicidade

— Mecanismo de acdo

— Ciclo celular

Angiogénese

Citocinas

L Estresse oxidativo

Toxicidade do tratamento
antitumoral em animais com CAE

Avaliagéo ponderal e
consumo de agua e ragao

Parametros bioquimicos e
hematolégicos

— indice de 6rgaos

— Analises histologicas
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5.1 Estudos toxicoldgicos

5.1.1 Avaliacdo datoxicidade pré-clinica aguda

Os ensaios de toxicidade aguda em camundongos foram realizados de
acordo com “Guidelines for testing of chemicals” n. 423/2001 da OECD (ANEXO B).
Camundongos Swiss, trés fémeas por grupo, incluindo o controle, foram submetidos
a doses Unicas de 2000 mg/kg de SB-44 por via intraperitoneal e ao grupo controle
foi administrado apenas o veiculo (solucédo a 5% de Tween 80 em salina). De acordo
com o guia n. 423/2001 da OECD, ap0s a realizacdo do primeiro ensaio com a dose
de 2000 mg/kg, e havendo morte de apenas um ou nenhum animal, realiza-se outro
ensaio com a mesma dose. Em principio, 0 método ndo se destina a permitir o
calculo preciso da DL50 (apesar de fornecer uma estimativa do seu valor), entretanto
permite uma classificagdo da substancia em categorias de acordo com o “Globally
Harmonized Classification System” — GHS.

Com o objetivo de mapear possiveis alteracdes comportamentais, sugestivas
de atividade sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ou Sistema Nervoso Autdbnomo
(SNA), apo6s administracdo da substancia foi realizada observacdo cuidadosa para
deteccdo de possiveis sinais téxicos como hiperatividade, irritabilidade,
agressividade, tremores, convulsdes, catatonia, analgesia, anestesia, ptose,
resposta ao toque diminuido, ambulacdo, capacidade de limpeza e ato de levantar,
nos intervalos: 0, 15, 30 e 60 minutos e apds 4 horas; e diariamente durante 14 dias,
utilizando-se protocolo experimental (ANEXO C) descrito por Almeida et al. (1999)
do Laborat6rio de Psicofarmacologia do PPgPNSB/CCS/UFPB.

5.1.2 Avaliacdo da genotoxicidade

A genotoxicidade do SB-44 foi avaliada por meio do ensaio do microndcleo
em sangue periférico de camundongos. Para tal, camundongos fémeas (n=6/grupo)
foram tratados com dose unica de 2000 mg/kg (i.p.) do SB-44. Um grupo controle
positivo (ciclofosfamida - 50 mg/kg — i.p.) e um grupo controle negativo (solugao
salina e tween 80 a 5%) foram incluidos. Apo6s 48 horas os animais foram
submetidos a uma pequena incisdo na cauda e obtencdo de uma amostra de
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sangue para confeccdo das extensfes sanguineas. Apds secagem, as laminas
foram coradas com coloracdo panética (Newprov®) para posterior analise em
microscoépio éptico. Para cada animal, trés extensfes sanguineas foram preparadas
e um minimo de 2000 eritrécitos contados para determinacdo do numero de

eritrocitos micronucleados (OECD, 1997).

5.2 Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma

ascitico de Ehrlich

Células de Carcinoma Ascitico de Ehrlich (CAE) com cinco dias de
crescimento foram aspiradas da cavidade peritoneal de camundongos e implantadas
por via intraperitoneal (0,5 mL - 4 x 10° células/mL) nos camundongos experimentais
(n=6 fémeas/grupo) (DOLAI et al., 2012). Vinte e quatro horas apdos o implante, SB-
44 foi solubilizado em Tween 80 (5%) e administrado diariamente por via
intraperitoneal (i.p.), nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg, por nove dias. O grupo
controle foi tratado com uma solucdo de 5% de Tween 80 e um quinto grupo de

animais foi tratado com 5-Fluorouracil (5-FU), 25 mg/kg, como droga padrao.

5.2.1 Volume do tumor, viabilidade e total celular

Para a avaliacdo do efeito antitumoral de SB-44, 24 horas apds a ultima
administragdo do tratamento descrito no item 4.2, os animais foram anestesiados
com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg i.p.) e,
em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O liquido ascitico foi coletado
da cavidade peritoneal e o volume foi medido e expresso em mL. Uma aliquota foi
retirada para a determinacao da viabilidade celular pelo ensaio de exclusao do azul
de tripan. Para tanto, foram incubados volumes semelhantes de liquido ascitico e de
uma solucédo de 0,4% do corante, seguido de andlise das células em camara de
Neubauer. Este ensaio avalia a habilidade de células viaveis, com membrana
plasmatica intacta, excluirem o corante azul de tripan, permitindo assim, a
quantificacdo dessas células (RENZI; VALTOLINA; FORSTER, 1993).

A massa do tumor foi determinada pela diferenca dos pesos dos

camundongos antes e depois da retirada do liquido ascitico e expresso em gramas

(9).
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A quantidade total de células viaveis no peritbnio dos animais foi expressa
como total celular (x10’ células), que foi obtido como o produto do volume do tumor,
expresso em mL, pela viabilidade celular, expressa como a quantidade de células x
10%/mL.

5.2.2 Investigacdo do mecanismo de agcao antitumoral

Para investigacdo do mecanismo de acao antitumoral do SB-44 foi escolhida
a dose de 100 mg/kg, por ter sido a dose que apresentou melhor resultado em todos
0s paramétros avaliados no estudo de atividade antitumoral in vivo em modelo de

carcinoma ascitico de Ehrlich descrito do item 5.2.1.
5.2.2.1 Analise do ciclo celular

Os animais transplantados com células de CAE foram tratados por nove dias
com SB-44 conforme descrito no item 4.2. Um dia apés a ultima administracdo, 0s
animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato de xilazina (16
mg/kg i.p.) e, em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. As células
coletadas da cavidade peritoneal dos camundongos submetidos aos diferentes
tratamentos foram ressuspenssas em solucédo de NaCl 0,9% (p/v) a fim de se obter
uma concentracao final de 1 x 10° células/mL. Para a andlise do ciclo celular, as
suspensdes celulares foram centrifugadas a 3000 rpm, por cinco minutos, o
sobrenadante foi desprezado e a suspensao foi homogeneizada. Foram adicionados
300 uL da solugao fluorocrébmica hipoténica (HFS) [citrato de sddio 0,1% (p/v) e
Triton X-100; 0,1% (p/v)], 50 yg/mL de lodeto de Propideo (Pl) e completou-se com
agua ultrapura até chegar ao volume de 50 mL. Em seguida, a leitura foi realizada
em citbmetro de fluxo (FacsCanto 1l, 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 5.0 (POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ,
2004).
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5.2.2.2 Avaliacédo do efeito antiangiogénico

Os animais transplantados com células de CAE foram tratados por nove dias
com SB-44 conforme descrito no item 4.2. No dia seguinte ap6s a Ultima
administracdo, os animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25
mg/kg) foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato
de xilazina (16 mg/kg i.p.) e, em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O
peritdnio foi cortado e o revestimento posterior da cavidade peritoneal dos animais
de todos os grupos foi examinado e fotografado para investigacdo da
microdensidade vascular peritumoral, com o auxilio de um programa computacional
(AVSOFT®). A microdensidade dos vasos foi determinada pela area ocupada por

vasos sanguineos dividido pela area total selecionada (AGRAWAL et al., 2011).

5.2.2.3 Quantificacéo das citocinas IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, CCL2, TNF-a e IFN-y
no lavado peritoneal

Para a quantificacdo de citocinas, os animais foram divididos em grupos
(n=6/grupo) para implante das células de CAE, e tratados conforme descrito no item
4.2. No dia seguinte apés a ultima administracdo, os animais dos grupos controle,
SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram anestesiados com cloridrato de
cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato de xilazina (16 mg/kg i.p.) e, em seguida,
eutanasiados por deslocamento cervical. O liquido ascitico coletado da cavidade
peritoneal dos animais foi centrifugado a 1200 rpm, por 5 minutos a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi coletado e armazenado a — 20 °C para posterior
dosagem das citocinas, por meio de ELISA, de acordo com o protocolo especificado
no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

Brevemente, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura, anti-IL-1p, anti-1L-4, anti-IL-10, anti-IL-12, anti-CCL2, anti-TNF-a e anti-IFN-
Y, solubilizados em tampéo fosfato, e incubadas overnight a 4°C. Apos este periodo,
as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e os sitios
inespecificos foram bloqueados com a solu¢édo de bloqueio (PBS contendo 10% de
soro fetal bovino), por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas em PBST e
foram adicionadas tanto as amostras a serem analisadas, quanto diferentes

concentracdes das citocinas recombinantes IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, CCL2, TNF-a e
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IFN-y para a obtengado da curva. As placas foram novamente incubadas overnight a
4 °C. Terminado o periodo de incubacao, as placas foram lavadas e o complexo
detector formado pelo anticorpo de deteccao biotinilado foi adicionado as placas que
foram incubadas por uma hora. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas
e entdo foi adicionado o complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP). As
placas foram incubadas por mais meia hora a temperatura ambiente. Apos lavagens
adicionais, a reacao foi revelada pela adicdo da solucdo substrato contendo
tetrametilbenzidina (TMB) e apods 15 minutos, a reacao foi interrompida com acido
sulfirico 1N e a leitura realizada em leitor de placa a 450 nm. A quantidade de

citocinas foi calculada a partir das curvas-padréo.

5.2.2.4 Investigacdo do estresse oxidativo

5.2.2.4.1 Ensaio do DCFH

Foi utilizada metodologia previamente descrita (HASUI et al., 1989 adaptado)
que se baseia na oxidadagao do reagente 2’7 — dicloro dihidrofluoresceina diacetato
(DCFH-DA). Os animais transplantados com células de CAE foram tratados por nove
dias com SB-44 conforme descrito no item 4.2. No dia seguinte apds a ultima
administracdo, os animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25
mg/kg) foram anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato
de xilazina (16 mg/kg i.p.) e, em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O
liquido peritoneal foi lavado com PBS a 1000 r.p.m., 4 °C, durante 5 minutos. Apés
trés repeticbes desse processo, 2,0 x 10° células de CAE, 200 pL de solucdo de
DCFH-DA (0,3 mM) e PBS g.s.p. 1mL foram encubados em estufa de CO, durante
30 minutos a 37 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (3000 r.p.m.,
4 °C, durante 5 minutos), o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 500 pL de PBS para leitura em citbmetro de Fluxo (FacsCanto I,
BD, EUA) em 530 nm de fluorescéncia e 485 nm de comprimento de excitacdo. A
quantificacdo do burst ou espécies reativas de oxigénio (ROS) foi estimada pela

intensidade média de fluorescéncia.
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5.2.2.4.2 Quantificacdo dos niveis de nitrito

Os niveis de nitrito no liquido peritoneal foram quantificados
espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituido de 0,1% de N-
1-naphthyl-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solucdo de &cido fosférico a
2,5%, utilizando NaNO, como padréo (GREEN et al., 1982, adaptado). Para isto, 0s
animais transplantados com células de CAE foram tratados por nove dias com SB-44
conforme descrito no item 4.2. No dia seguinte apos a Ultima administracdo, os
animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato de xilazina (16
mg/kg i.p.) e, em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O liquido
peritoneal foi coletado e centrifugado a 5000 rpm, 20°C, durante dez minutos. Para
montagem das placas, foi adicionado 100 pL do sobrenadante de células em
quadruplicada nos pocos previamente adicionados da solucao de Griess.

Apdés 10 minutos a temperatura ambiente, as placas foram lidas em
espectrofotometro UV/visivel de microplacas com filtro de 560nm. As concentracdes
de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrdo previamente estabelecida
com concentracBes molares conhecidas de nitrito de sodio. Os testes foram feitos

em quadruplicata e os valores expressos em pmolar.

5.2.3 Avaliacdo da toxicidade em animais transplantados com células de

carcinoma ascitico de Ehrlich

5.2.3.1 Avaliacédo ponderal e do consumo de 4gua e de ragcéo

Para a avaliacdo de possiveis efeitos toxicos produzidos pelo tratamento com

SB-44, os animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg),

descritos no item 4.2, foram pesados no inicio e no final do tratamento e diariamente

foram avaliados os consumos de agua e de ragao.
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5.2.3.2 Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematolégicos

Os animais transplantados com CAE foram tratados por nove dias com SB-44
conforme descrito no item 4.2. No dia seguinte apos a Ultima administracdo, apos
jejum de quatro horas, os animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU
(25 mg/kg) foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg i.m.) e cloridrato de
xilazina (16 mg/kg i.p.), e amostras de sangue foram coletadas pelo plexo orbital
com o auxilio de uma agulha heparinizada.

Para a analise dos parametros bioquimicos (ureia, creatinina, aspartato
aminotransferase - AST e alanina aminotransferase - ALT) o sangue foi submetido a
centrifugacdo por 10 minutos a 3500 rpm para obtencdo do plasma. Ja para as
analises hematoldgicas foi utilizado sangue total heparinizado e realizada avaliacao
das séries vermelha e branca (eritrograma e leucograma).

Os parametros bioquimicos e hematolégicos foram determinados utilizando-se
kits especificos para o analisador bioquimico automatico Flexor EL-200® (Elitech) e
o analisador hematoldgico celular automatico Hematoclin 2.8 Vet (Bioclin/ Midray),
respectivamente. As extensdes sanguineas foram coradas com coloracdo panética e
analisadas em microscOpio Optico, para realizacdo da contagem diferencial de
leucocitos (MOURA et al., 2016).

5.2.3.3 Avaliacao dos indices dos 6rgéos

Apds a coleta de sangue descrita no item 4.2.3.2, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, e os 6rgdos (timo, baco, figado, rins e
coracado) foram removidos e pesados para o célculo dos seus indices. O indice dos
6rgéos foi calculado seguindo a formula: indice = peso do 6rgdo (mg)/peso do

animal (g).

5.2.3.4 Analises histoldgicas

ApoOs a pesagem dos orgaos, descrita no item 4.2.3.3, figado e rins dos

animais dos grupos controle, SB-44 (100 mg/kg) e 5-FU (25 mg/kg) foram
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seccionados, fixados em formalina (solugcéo de formol a 10%) tamponada e apos 24
horas foram resseccionados para processamento histopatoldgico: desidratacdo com
séries crescentes de alcool (70 a 100%), diafanizacdo em xilol, impregnacédo e
inclusdo em parafina, segundo os meétodos habituais. Em micrétomo rotativo semi-
automatico, os fragmentos tissulares emblocados em parafina, foram seccionados
em espessura de 3,0 um e subsequentemente submetidos a coloragdo hematoxilina-
eosina e Tricrdmico de Masson, este ultimo destinado ao estudo do tecido hepatico.
Em seguida foram examinados ao microscopio optico (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). As analises histolégicas foram realizadas com a colaboracédo da Profa. Dra.
Giciane Carvalho Vieira do Departamento de Morfologia, do Centro de Ciéncias da
Saude, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

5.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos estudos in vivo foram expressos em média + erro
padrdo da média (e.p.m.) e analisados empregando-se o teste t-Student nao
pareado, para analise de duas populacdes distintas, e teste de analise de variancia
(ANOVA) one-way, para a comparacdo de mais de duas amostras, seguido do teste
de Tukey (para variaveis paramétricas). Os resultados foram considerados
significativos quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Estudos toxicolégicos

6.1.1 Avaliacdo da toxicidade pré-clinica aguda

No ensaio de toxicidade pré-clinica aguda foi observado que SB-44 néo
provocou mortes na dose de 2000 mg/kg (i.p.). Seguindo o guia da OECD 423/2001,
repetiu-se 0 ensaio com a mesma dose e 0 mesmo numero de animais, e,
novamente, observou-se que ndo houve nenhuma morte (Tabela 1). O valor de
DL50 foi estimado, segundo o guia OECD 423, em torno de 5000 mg/kg e SB-44 foi
classificado na categoria 5 da Globally Harmonized Classification System (GHS).

Entre os efeitos comportamentais avaliados, foi evidenciado apenas ptose no

primeiro experimento, que desapareceu apos 4 horas do tratamento com SB-44.

Tabela 1. Efeitos da administracdo de doses Unicas (2000 mg/kg, i.p.) de SB-44* em

camundongos.
Grupo M/T Efeitos comportamentais
Controle 0/3 Nenhum
Experimento 1 0/3 Ptose
2000 mg/kg
Experimento 2 0/3 Nenhum

M/T — Morte/Tratado
*SB-44: (1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

6.1.2 Avaliagdo da genotoxicidade

Para avaliar o possivel efeito genotoxico in vivo de SB-44 foi realizado o
ensaio do micronlcleo em sangue periférico de camundongos, cujo resultado esta
apresentado na Tabela 2.

Como esperado, o tratamento com a ciclofosfamida induziu um aumento no
namero de eritrécitos micronucleados (18,40 + 0,52; p<0,05) em compara¢do com o

controle (6,00 £ 0,57).
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O tratamento dos animais com a dose de 2000 mg/kg de SB-44 n&o induziu
aumento no numero de eritrocitos micronucleados (5,16 + 0,47) em sangue

periférico, quando comparado ao grupo controle (6,00 + 0,57).

Tabela 2. Efeito da administracdo de dose Unica de SB44* (2000 mg/kg, i.p.) e ciclofosfamida (50
mg/kg, i.p.) no nimero de eritrécitos micronucleados em sangue periférico de camundongos apés 48

horas do tratamento.

Dose NUmero de eritrécitos
Grupos .
(mg/kQ) micronucleados
Controle - 6,00 + 0,57
Ciclofosfamida 50 18,40 + 0,522
SB-44 2000 5,16 + 0,47

Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais.  p<0,05 comparado ao
grupo controle (5% Tween 80) analisado aos pares por Teste t-Student.
*SB-44: (1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

6.2 Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma

ascitico de Ehrlich
6.2.1 Volume do tumor, viabilidade e total celular

Uma reducéao significante foi observada no volume tumoral do grupo tratado com a
dose de 100 mg/kg de SB-44 (4,41 + 1,00 mL; p<0,05) quando comparado ao grupo
controle (8,46 + 0,88 mL). J& nas doses de 25 e 50 mg/kg, SB-44 ndo induziu alteracao
neste parametro (Gréfico 1A).

Em relacdo a viabilidade celular, observou-se que SB-44 induziu reducédo
significativa, de maneira dose-dependente, nas doses de 25 mg/kg (145,80% 9,08 x
10° células/mL; p<0,05), 50 mg/kg (106,6 + 7,07 x 10° células/mL; p<0,05) e 100
mg/kg (52,41 + 10,13 x 10° células/mL; p<0,05), quando comparado ao grupo
controle (220 + 16,57 x 10° células/mL) (Gréafico 1B).

Para o parametro total celular, pode-se observar que SB-44 induziu reducdo
significativa na dose de 100 mg/kg (42,09 + 12,48 x 10’ células; p<0,05), em
comparacao ao grupo controle (190,4 + 13,98 x 10 células; p<0,05) (Grafico 1C).
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Os animais tratados com 5-FU apresentaram reducao significante em todos os
parametros avaliados (volume tumoral: 0,01+0,01 mL; viabilidade celular: 10,33 *
3,07 x 10° células/mL; total celular: 5,20+ 1,21 x 10 células) (Gréfico 1).

Gréfico 1. Efeito do tratamento de nove dias (i.p) com SB44* (25; 50 ou 100 mg/kg) e 5-FU** (25
mg/kg) em camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich.

15 A = 250- B
3 £ T
E I 'S 200
e <
£ -+ ® -
= - -
2 B ab
[} o
o ab,c o 100
°© 5 T ab,c
E o
io’ = 504
a
> abcd & a.b.c.d
0 T T T T - 0 T T T
Controle 25 50 100 25 Controle 25 50 100 25
SB-44 (mg/kg) 5-FU (mg/kg) SB-44 (mg/kg) 5-FU (mal/kg)
;ET 250
? C
z 2004 T
v}
o
ry 150 T -
x
< 1004
5 ab,.c
E 504
= ab,.c
‘6 0 T T T
= Controle 25 50 100 25

SB-44 (mg/kg) 5-FU (mg/kg)

LEGENDA- A: volume do tumor, B: viabilidade celular, C: total celular.

Dados apresentados como média = erro padrdo da média de seis animais analisado por ANOVA
seguido de Tukey. *p < 0,05 comparado ao grupo controle; bp< 0,05 comparado ao grupo tratado com
SB-44 (25 mg/kg); ‘p< 0,05 comparado ao grupo tratado com SB-44 (50 mg/kg); dp< 0,05 comparado
ao grupo tratado com SB-44 (100 mg/kg)

* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

**5.-FU — 5-fluorouracila
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6.2.2 Investigacdo do mecanismo de acdo antitumoral

6.2.2.1 Anédlise do ciclo celular

O tratamento de nove dias com SB-44 induziu alteracdes significativas na
distribuicdo das células tumorais nas diferentes fases do ciclo celular (Grafico 2).
Apés o tratamento com SB-44 (100 mg/kg), foi possivel observar um aumento
significativo no contetdo de DNA sub-diploide, identificado no pico sub-G1 (52,6 +
13,3%; p<0,001), em comparacao ao controle (5,6% * 1,6), acompanhado de uma
reducdo no percentual de células na fase GO/G1 (28,0% = 4,5; p<0,05) e na fase S
(18,0% + 5,6; p<0,01) em comparacdo ao controle (45,5% = 3,9 e 37,5% = 0,9
respectivamente). Nao foi observada alteracdo na fase G2/M do ciclo, nesta dose
analisada.

O tratamento com a droga padrao 5-FU induziu aumento significativo do pico
sug-G1 (68,7% + 8,0; p<0,001), ao passo que reduziu a porcentagem de células nas
fases GO/G1 (2,3% + 0,7, p<0,001), S (25,9% +7,1 p<0,01) e G2/M (2,8% + 0,5
p<0,001), em comparag¢do com seus respectivos controles (5,6% + 1,6; 45,5% =+ 3,9;
37,5% = 0,9 e 14,0% = 1,8, respectivamente).

Gréafico 2. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg) na
distribuicdo de células de carcinoma ascitico de Ehrlich nas diferentes fases do ciclo celular.
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LEGENDA: Dados apresentados como média * erro padrdo da média de seis animais analisado por
ANOVA seguido de Tukey.
SB-44: 1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

p< 0,05 comparado ao grupo controle.
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6.2.2.2 Investigacdo do efeito antiangiogénico

Pode-se observar uma redugéo significativa na microdensidade dos vasos no
grupo tratado com SB-44 (0,2 £0,1%; p<0,001), assim como no grupo tratado com a
droga padrao 5-FU (0,15 + 0,01%; p<0,001), quando comparados ao grupo controle
(0,50 + 0,04%) (Gréfico 3).

Grafico 3. Efeito do tratamento com SB-44* (100 mg/kg) e 5-FU** (25 mg/kg) na microdensidade dos
vasos peritoneais de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich.
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LEGENDA: A: Microdensidade dos vasos. Determinado pela area ocupada por vasos sanguineos

divididos pela area total selecionada. B: Imagens representativas de membrana peritoneal dos
camundongos submetidos aos diferentes tratamentos. Dados apresentados como média * erro

padrdo da média de seis animais analisado por ANOVA seguido de Tukey. “p< 0,001 comparado ao
grupo controle.

* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina
**5-FU — 5-fluorouracila
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6.2.2.3 Quantificacéo das citocinas IL-1, IL-4, [I-10, TNF-a, INT-y, CCL-2

SB-44 (100 mg/kg) néo induziu alteracdo nos niveis das citocinas IL-1p, IL-4,
TNF-a, nem na quimiocina avaliada CCL-2 no lavado peritoneal dos animais
exprimentais, quando comparados aos seus respectivos controles.

Pode-se observar que SB-44 induziu uma reducdo da IL-10 (1282 + 23,8
pg/mL; p<0,05) e IFN-y (3334 £ 28,8 pg/mL; p<0,05); p<0,05 quando comparado aos
seus respectivos controles (1421+ 43,5 pg/mL; 3639 £ 31,0 pg/mL) (Gréfico 4 C e D).

Nos animais tratados com o 5-FU foi detectado reducao de IFN-y (3474 + 21,5
pg/mL; p<0,05), TNF-a (6,6 + 0,58 pg/mL; p<0,05), IL-10 (1211 % 45,4 pg/mL;
p<0,05) e da quimiocina CCL2 (15,8 £ 2,8 pg/mL, p<0,05), em compara¢cdo com 0sS
respectivos controles (IFN-y: 3636 + 25,54 pg/mL; TNF-a: 25,5 + 2,5 pg/mL; IL-10:
1421 £ 43,5 pg/mL; CCL2: 2520 £ 580,6 pg/mL) (Grafico 4).

Grafico 4. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg) na
concentragcdo de citocinas no lavado peritoneal de camundongos transplantados com carcinoma

ascitico de Ehrlich.
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LEGENDA: A: IL-1. B: IL-4. C: IL-10. Dados analisados ANOVA seguido de Tukey. °p < 0,05
comparado ao grupo controle. bp<0,05 comparado ao grupo 5-FU.
* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

** 5-FU — 5-fluorouracila
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Grafico 4. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg) na
concentracdo de citocinas no lavado peritoneal de camundongos transplantados com carcinoma

ascitico de Ehrlich (continuagao).
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LEGENDA: D: IFN-y. E: TNF-a. F:CCL2/ MCP1. Dados analisados ANOVA seguido de Tukey. °p <
0,05 comparado ao grupo controle. bp<0,05 comparado ao grupo 5-FU.
* SB-44 (1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

**5-FU — 5-fluorouracila

6.2.2.4 Investigacdo do estresse oxidativo

6.2.2.4.1 Ensaio do DCFH

O grafico 5 representa o efeito do tratamento de nove dias com SB-44 (100
mg/kg, i.p.) sobre a producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em modelo de
tumor ascitico de Ehrlich.

SB-44 reduziu a produgédo de ROS (45520 * 2435 unidades de fluorescéncia;
p<0,05), em relacdo ao grupo controle (58090 + 2654 unidades de fluorescéncia).

81



RESULTADOS MOURA, A.P. G

Grafico 5. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) na producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) em modelo de tumor de Ehrlich.
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LEGENDA: Dados apresentados como média + erro padrdo da média de seis animais analisado por t
student. °p < 0,05 comparado ao grupo controle.
*SB-44: 1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

6.2.2.4.2 Quantificacdo dos niveis de nitrito

Foi observando um aumento na concentracdo de nitrito nos animais controle
(440,4 £ 38,66 uM; p<0,05) quando comparada com os animais sadios (66,73 + 7,64
uM).

Os tratamentos com 100 mg/kg de SB-44 (248,00 + 14,32 uM; p<0,05) ou 25
mg/kg de 5-FU (209,1 + 37,05 upM; p<0,05) reduziram significativamente a
concentracdo de nitrito quando comparados ao grupo controle (440,4 + 38,66 UM;
p<0,05) (Grafico 6).
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Grafico 6. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) na

producédo de nitrito no fluido peritoneal de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de
Ehrlich.
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LEGENDA: Dados apresentados como média + erro padréo da média dos animais analisados. Os
dados foram analisados por ANOVA seguido de Tukey “p<0,05 comparado ao grupo controle.

* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

**5-FU — 5-fluorouracila

6.2.3 Avaliacdo da toxicidade em animais transplantados com células de

carcinoma ascitico de Ehrlich

6.2.3.1 Avaliacdo ponderal e consumo de agua e ragéao

Na tabela 3 estdo expressos os valores referentes ao consumo de agua e
racao, bem como a evolugédo ponderal dos animais.

De acordo com os resultados obtidos, ndo foram observadas alteracbes
significativas do consumo de agua por parte dos animais tratados com SB44 (100
mg/kg). Também néo houve diferenca significativa com relacdo ao consumo de agua
no grupo tratado com o 5-FU. Todavia, o consumo de ragéo foi significativamente
reduzido no grupo tratado com SB-44 (19,3 * 2,6 g; p<0,05) quando comparado com
o0 grupo controle (30,5 + 2,1) e com 5-FU (35,9 + 2,4). Foi observado também
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aumentado do consumo no grupo tratado com 5-FU (35,9 + 2,4 g; p<0,05), quando
comparado ao grupo controle (30,5 +2,1).

Em relacdo ao peso corporal, ao serem avaliados os animais apés a retirada/
drenagem do volume de tumor ascitico residual, foi observado que, SB-44 reduziu o

peso final (23,2 + 0,4; p< 0,05), assim como o o grupo tratado com 5-FU (26,6 + 0,8).

Tabela 3. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) no
consumo de agua e de ragéo, e evolucdo ponderal de camundongos transplantados com carcinoma
ascitico de Ehrlich.

Grupos Dose Consumo de Consumo de Peso Peso final
(mg/kqg) racao (g) agua (mL) inicial (g) @)
Controle - 30,5+2,1 38,6 +£3,4 31,9+0,5 315+1,2
5-FU” 25 35,9+24° 38,4+23 32,0+ 0,6 26,6+ 0,8°
SB-44** 100 19,3 + 2,6%° 39,3+£3,7 32,9+0,5 23,2 +0,4%°

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

p < 0,05 comparado ao grupo controle.

bp< 0,05 comparado ao grupo 5-FU

*5-FU — 5-fluorouracila

** SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

6.2.3.2 Avaliacdo de parametros bioquimicos e hematologicos

A andlise toxicologica dos efeitos de SB-44 incluiu também a avaliacdo de
parametros bioquimicos e hematologicos.

N&o se observou diferenca em nenhum dos parametros avaliados (AST, ALT,
ureia e creatinina) apos tratamento com SB-44 (100 mg/kg) ou 5-FU (25 mg/kg),
como pode-se observar na tabela 4.
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Tabela 4. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) nos
parametros bioquimicos de sangue periférico de camundongos transplantados com carcinoma
ascitico de Ehrlich.

Dose AST ALT Ureia Creatinina
Grupos (mg/kg) (UIL) (UIL) (mg/dL) (mg/dL)
Parametros - 70 — 400 25 -100 15-40 0,2-0,6
normais
Controle - 96,4 + 6,7 253+ 38 40,4+ 2,7 0,2+ 0,01
5- FU™ 25 155,2 + 20,8 22,3+4,5 378+1,7 0,3+ 0,01
SB-44**+ 100 107,3 £ 0,6 215+4,2 449+65 0,3+0,01

Dados apresentados como média + erro padréo da média

*Par@dmetros bioguimicos normais segundo GAD (2007).

**5-FU — 5-fluorouracila

*** SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

No que diz respeito a avaliagdo dos parametros hematoldgicos e
hematimétricos foi observado que nos grupos controle (11,2 + 0,4 g/dL; p<0,05), 5-
FU (11,5 + 0,4 g/dL; p<0,05), e SB-44 (11,4 + 0,4 g/dL; p<0,05), houve uma reducao
significativa da hemoglobina em relagdo ao grupo sadio (13,2 + 0,3 g/dL).
Especificamente para o grupo controle, foi observado ainda uma reducdo de HCM
(10,3 + 1,0 pg; p<0,05), em relacdo ao grupo sadio (14,1 + 0,6) (Tabela 5).

Pode-se observar um aumento do HCM no grupo tratado com SB-44 (14,5 £
0,7 pg; p<0,05) quando comparado ao grupo controle (10,3 + 1,0 pg), assim como
uma reducédo significativa de linfocitos (40,6 + 3,8%; p<0,05), quando comparado
com o controle (77,0 + 3,4%). Ainda para o SB-44, é possivel observar um aumento
significativo dos segmentados (57,0 £ 3,3%; p<0,05), em comparagdo ao grupo
controle (15,2 + 3,2) e ao grupo sadio (20,5 + 4,0) (Tabela 5).

Nos animais tratados com a droga padrdo 5-FU, em relacdo ao hemograma,
observou-se redugédo do hematocrito (29,7 + 2,0%; p<0,05) e VCM (44,0 + 1,2 fm>;
p<0,05), em comparacdo aos seus controles (40,8 + 2,3%:; 52,3 + 2,2 fm?®
respectivamente), bem como em relacdo ao grupo sadio (45,5 + 2,1%; 52,5 + 0,6

fm®, respectivamente), além de reducéo das hemacias (6,8 + 0,5 108/mm?; p<0,05),
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quando comparado ao valor do grupo sadio (9,0 + 0,2 10%mm?®), e aumento do HCM
(17,4 £ 1,6 pg; p<0,05), em comparacdo ao grupo controle (10,3 + 1,0 pg) (Tabela
5).

Em relacdo ao leucograma, € possivel observar que 5-FU induziu reducéo de
leucécitos totais (5,8 + 1,6 10°/mm?; p<0,05) e de segmentados (5,8 + 0,5%; p<0,05),
guando comparados aos valores dos grupos controle e sadio, respectivamente (10,3
+ 1,0 103 mm?® e 20,5 + 4,0%), além de aumento no percentual de linfécitos (92,3 +
0,6%; p<0,05), em comparacdo aos grupos controle e sadio (77,0 + 3,4%; 76,5 +

4,2%, respectivamente) (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito do tratamento de nove dias com SB44** (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU*** (25 mg/kg, i.p.)
nos parametros hematolégicos de sangue periférico de camundongos transplantados com carcinoma

ascitico de Ehrlich.

Parametros _ 5-FU** SB-44***
Parametro . Sadio Controle
normais 25 mg/kg 100 mg/kg
Hemécias
. 5 9,0-115 9,0+0,2 79104 6,8 + 0,52 8,0+0,5
(20°/mm)
Hemoglobina
145-17,5 13,2+ 0,3 11,2 +0,4% 11,5+ 0,4% 11,4 +0,4%
(g/dL)

Hematocrito (%) 45,0 -57,0 455+2,1 40,8 + 2,3 29,7 + 2,0°° 39,8+ 1,8°
VCM (fm°) 45,0 - 55,0 52,5+ 0,6 52,3+2,2 44,0 +£1,2°° 48,4+ 1,3
HCM (pg) 13,0-16,0 14,1+ 0,6 10,3+ 1,0% 17,4+ 1,6° 14,5+ 0,7°

CHCM (g/dL) 29,0-34,0 27,8+ 0,5 27,7+ 1,0 39,1+25 30,1+1,0
Leucdcitos totais )
s 5 1,0-12,0 9,65+ 0,6 10,3+1,0 58+1,6 13,1+ 1,0°
(20°/mm”)
Linfécitos (%) 60 — 90 76,5+ 4,2 77,0+ 3,4 92,3+0,6* 40,6 + 3,8*"¢
Segmentados b
10-40 20,5+4,0 15,2+ 3,2 5,8+0,5% 57,0 £ 3,3%"°¢
(%)
Mondécitos (%) 0-6 2,2+0,6 2,2+0,6 1,6+0,5 2,0+0,5
Eosindfilos (%) 0-5 0,0+0,0 0,0+0,0 0,2+0,2 0,0+0,0

Dados apresentados como média + desvio padréo.

®p < 0,05 dados analisados em comparagdo com grupo sadio por ANOVA seguido de Tukey.

bp < 0,05 dados analisados em comparacdo com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey.

°p < 0,05 dados analisados em comparag&o com grupo 5-FU por ANOVA seguido de Tukey

*Parametros bioquimicos normais segundo GAD (2007)
** SB-44 (1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

*** 5.FU — 5-fluorouracila
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6.2.3.3 Avaliacédo dos indices dos 6rgaos

O tratamento com SB-44 nao induziu alteracfes significativas nos indices de
coracao, timo e rins. Foi observado um aumento significativo do indice de baco (7,9
+ 0,7 mg/g; p<0,05) e figado (94,2 + 7,8 mg/g; p<0,05) no grupo tratado com SB-44,
comparado aos respectivos grupos controles (4,8 £ 0,7 mg/g; 67,2 + 4,3 mg/g) e ao
5-FU (5,0 £ 0,4 mg/g; 55,4 £ 2,4 mg/qg) (Tabela 6).

Tabela 6. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) nos
parametros hematoldgicos de sangue periférico de camundongos transplantados com carcinoma

ascitico de Ehrlich.

5 indice de indicede Indicede Indicede Iindicede
ose
Grupos coracao timo baco figado rins
(mg/kg)
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

Controle - 40+0,3 3,9+0,3 48 +0,7 67,2+4,3 11,0+ 0,4
5-FU * 25 40+0,1 40+0,1 50+0,4 55,4+24 11,8+ 1,0
SB-44" 100 3,4+0,2 31+05 7,9+0,7*° 942+7,8* 11,7+05

Dados apresentados como média + desvio padréo.

®p < 0,05 dados analisados em comparagdo com grupo controle por ANOVA seguido de Tukey.
bp < 0,05 dados analisados em comparacgdo com grupo 5-FU por ANOVA seguido de Tukey.

* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina

**5-FU — 5-fluorouracila

6.2.3.4 Andlises histol6gicas

Os cortes histologicos dos rins dos grupos controle transplantado, ou tratados
com 5-FU (25 mg/kg) ou SB-44 (100 mg/kg) apresentaram-se dentro dos limites de
normalidade histolégica. Os lobos renais do grupo controle apresentavam-se bem
definidos com glomérulos renais e labirinto cortical preservados (Figura 6A). Na
regido medular, as alcas de Henle, os ductos coletores, tubulos coletores e vasos
retos estavam conservados (Figura 6B). As artérias e veias interlobares

apresentavam-se regularmente distribuidas.

88



RESULTADOS | MOURA, A.P. G

O grupo 5-FU apresentou a regido cortical conservada com parénquima
glomerular preservado e estroma desorganizado (Figura 6C), e regido medular
preservada.

No grupo SB-44, os lobulos estavam conservados com corpusculos renais
(corpusculo de Malpighi) preservados, envolvidos por fina capsula de Bowmann
(folheto visceral e folheto parietal) e glomérulos sustentados por delicado meséangio
(Figura 6D). O labirinto cortical, os tubulos contorcidos proximais e distais (Figura
6E), alca de Henle, ductos e tubulos coletores estavam revestidos por epitélio com
altura variavel, de colunar a pavimentoso, tipico do tecido renal, apresentando
destruicdo celular em algumas regibes (Figura 6E). A regido cortical apresentou
infiltrado celular na regido perivascular (Figura 6F).

Ao exame microscopico, os figados dos animais do grupo controle
apresentaram arquitetura do tipo lobular preservada, espacos portais regularmente
distribuidos comportando triades hepaticas (ducto biliar, ramos da veia porta e ramo
da artéria hepética) e hepatdcitos organizados em placas (Figura 7A). O espaco de
Moll - entre a triade hepatica — apresentou infiltrado celular (Figura 7B). O infiltrado
celular diminuiu no grupo tratado com 5-FU (C e D). O grupo tratado com SB-44
apresentou diminuicdo do infiltrado celular no espaco porta e congestao nos ramos
da veia porta (Figura 7E e F).

No grupo tratado com SB-44 foi observado proliferacdo hepatocelular devido
a observacdo de células em mitose, alteracdo no tamanho do nucleo das células
além de alteracdo na afinidade ao corante promovendo alteracdo na coloracdo do
citoplasma e do nucleo dos hepatdcitos (Figuras 8A e B). Abaixo da capsula de
Glisson (capsula hepatica) foi observado presenca de grande quantidade de células
(Figura 8C) de caracteristicas mononucleares e células em apoptose (Figura 8D). Na
regido em torno da veia centrolobular, as placas de hepatdcitos se apresentaram
desorganizadas (Figura 8E) e com formacdo de corpos apoptéticos, destruicdo de

hepatdcitos e diminuigdo dos sinusoides hepaticos (Figura 8F).
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Figura 7. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) na

histologia dos rins de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich.

LEGENDA: Controle, 5-FU 25 mg/kg e SB-44. (A) Controle transplantado, regido cortical, glomérulo
renal (seta) e labirinto cortical (estrela). (B) Controle transplantado, regido medular, tibulos coletores
(estrela), alca de Henle e vasos retos (seta). (C) Grupo 5-FU, regido cortical, glomérulo (seta) e
estroma renal (estrela). (D) Grupo SB-44, regido cortical, glomérulo renal (seta) e labirinto cortical

(estrela). (E) Grupo SB-44, regido medula, tabulos coletores, demonstrando destruicdo (seta). (F)
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Grupo SB-44, regido cortical, infiltrado celular na regi&o perivascular (seta). A, B, C, D e E — HE, A.T.
x400. F — HE, A.T. x100.

* SB-44 (1H-Indol-3-iimetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina; **5-FU — 5-fluorouracila
Figura 7. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) na

histologia dos figados de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich.

LEGENDA: Controle, 5-FU 25 mg/kg e SB-44. Grupo controle: (A) triade hepética, infiltrado celular
(seta), placas de hepatdcitos (estrela), (B) triade hepdtica, infiltrado celular (seta); 5-FU: (C) triade
hepética, infiltrado celular (seta) e placas de hepatdcitos (estrela), (D) infiltrado celular (seta); SB-44:
(E) espaco porta, ramo da veia porta (seta), (F) triade hepatica, ramo da veia porta (seta). A, C e E —
HE, A.T. x100. B, D e F — HE, A.T. x400.
* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina; **5-FU — 5-fluorouracila
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Figura 8. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) na

histologia dos figados de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich.
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LEGENDA: (A) placa de hepatécitos, hepatocitos em divisdo mitética (seta), diferenca no tamanho
dos nucleos dos hepatécitos (ponta de seta); (B) placa de hepatdcitos, mudanca na cor do citoplasma
dos hepatdcitos (seta) e divisao celular (ponta celular); (C) regido subcapsular, infiltrado celular (seta);
(D) infiltrado celular, macréfagos e hepatécitos em apoptose; (E) veia centrolobular (seta) placa de
hepatécitos destruidas (estrela); (F) corpos apoptéticos (seta). A, B, D e F— HE, A.T. x400. Ce E —
HE, A.T. x100.
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* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina; **5-FU — 5-fluorouracila

As alteracdes observadas no grupo tratado com SB-44 foram enfatizadas pela
coloracdo de Tricromio de Masson. Alteracbes no tamanho do nucleo dos
hepatécitos e na afinidade ao corante foi observada pela variacdo na coloragdo do
citoplasma e do nucleo das células (Figura 9A). Além disso, foi observado infiltrado
celular perivascular (Figura 9B), grande numero de hepatécitos em apoptose
formando corpos apoptéticos e infiltrado celular em torno de ductos biliares (Figura
9C), assim como destruicdo da organizacdo lobular, diminuicdo dos sinusoides

hepaticos, esteatose e apoptose hepatica (Figura 9D).

Figura 9. Efeito do tratamento de nove dias com SB44* (100 mg/kg, i.p.) e 5-FU** (25 mg/kg, i.p.) na
histologia dos figados de camundongos transplantados com carcinoma ascitico de Ehrlich.
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LEGENDA: (A) corpos apoptéticos (estrela), hepatécitos com coloragcédo citoplasméatica e tamanhos
nucleares diferentes (seta); (B) infiltrado celular (seta); (C) hepatdcitos em apoptose (seta), destruicéo
hepatocitaria (estrela) e infiltrado celular (seta grossa); (D) destruigdo das placas de hepatdcitos. A,
B, C e D — Tricrébmio de Masson, A.T. x400.

* SB-44 (1H-Indol-3-ilmetileno)-(5-6,7,8-4H-ciclohepta[b]tiofen-2-il)-amina; **5-FU — 5-fluorouracila
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7 DISCUSSAO

Grandes avancos no entendimento da biologia do cancer, bem como na
farmacoterapia da doenca foram obtidos nas ultimas décadas. Apesar disso, muitos
tipos de cancer permanecem sem tratamento adequado, considerando os aspectos
efetividade, toxicidade, farmacocinética e resisténcia por parte das células tumorais.
Assim, a pesquisa por novas drogas com potencial antitumoral continua crescendo
no mundo inteiro (CALGAROTTO et al., 2012).

Nesse contexto, o SB-44 (2-[(1H-indol-3-il-metilideno)-amino]-5,6,7,8-
tetrahidro 4Hciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila) € um derivado tiofénico que apesar
de demonstrar propriedade antitumoral (OLIVEIRA, 2013), ndo existem relatos na
literatura sobre os mecanismos de acéo envolvidos nessa atividade farmacologica.
Assim, este trabalho se prop6s a investigar a toxicidade e a eficacia antitumoral
deste composto em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich, bem como elucidar
possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesse efeito, de modo a contribuir para
0os estudos de derivados tiofénicos potencialmente ativos para o tratamento do
cancer.

O estudo com o derivado tiofénico SB-44 iniciou-se com 0 ensaio de
toxicidade pré-clinica aguda em camundongos, objetivando determinar doses
seguras a serem utilizadas nos ensaios farmacolégicos, bem como investigar uma
possivel toxicidade do composto, uma vez que, estudos toxicolégicos pré-clinicos
sdo imprescindiveis para a selecao de candidatos a farmacos a serem avaliados na
pesquisa clinica (IMINJAN et al., 2014).

Segundo o guia 423 da OECD, quando a literatura apresenta informacdes de
baixa toxicidade de substancias quimicamente semelhantes, sugerindo que estas
nao produzem mortes na mais alta dose a ser estudada, deve ser realizado o teste
limite, utilizando a dose de 2000 mg/kg (OECD, 2001). Assim, considerando que um
derivado 2-amino-cicloalquil[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB-83), analogo do SB-44, nao
induziu mortes quando administrado, por via intraperitoneal, em doses Unicas de 300
ou 2000 mg/kg em camundongos (DA FRANCA RODRIGUES; 2015), foi realizado o
teste limite para a avaliacdo da toxicidade aguda do SB-44.

Nesse ensaio, além da estimativa da DL50 realizou-se uma triagem

7

comportamental, que é um teste preliminar de facil execucdo que possibilita
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investigar de forma qualitativa algumas de suas acdes sobre o Sistema Nervoso
Central e Sistema Nervoso Autbnomo (ALMEIDA et al., 1999; ALMEIDA; OLIVEIRA,
2006).

Considerando a DL50 em torno de 5000 mg/kg, a classificacdo na categoria 5
de acordo com o GHS, bem como o fato de que o Unico efeito observado,
caracteristico de depressdo do SNC (ptose), desapareceu apos 4 horas do
tratamento, pode-se inferir que SB-44 possui baixa toxicidade pré-clinica aguda em
camundongos, por via intraperitoneal.

Ainda, dados da literatura mostram que, em geral, se a DL50 de uma
substancia € trés vezes maior do que a dose minima eficaz, a substancia é
considerada como um bom candidato para estudos posteriores (ODEGHE;
UWAKWE; MONAGO, 2012; AMELO; NAGPAL; MAKONNEN, 2014).

Outros estudos de toxicidade realizados com derivados tiofénicos
demostraram baixa toxicidade para essa classe. Mota (2012) avaliou a toxicidade
aguda (i.p.) do derivado tiofénico 2-[(4-nitro-benzilideno)-amino]-4,5,6,7-tetraidro-
benzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (6CN10) e ndo ocorreu nenhuma morte nas doses
testadas (250, 500 ou 1000 mg/Kg), sendo observadas somente algumas alteracdes
comportamentais na maior dose, como diminuicdo da resposta ao toque e da forca
para agarrar. Penha (2014) avaliou a toxicidade aguda (i.p.) do derivado tiofénico 2-
amino-4,5,6,7-tetrahidro-benzotiofeno-3-carbonitrila (6CN) e os resultados também
demostraram se tratar de um composto de baixa toxicidade. Dessa maneira, 0s
dados de baixa toxicidade obtidos para SB-44 corroboram dados da literatura que
mostram baixa toxicidade pré-clinica aguda para os derivados tiofénicos.

Muitos antineoplasicos podem causar efeitos indesejaveis que incluem
inducado de genotoxicidade em células ndo tumorais (VIEIRA; PAULA; CHEN-CHEN,
2010; VIEIRA et al., 2010). Dentre os métodos disponiveis para a avaliacdo do
potencial genotoxico de uma substancia destaca-se o ensaio do micronucleo, que
detecta tanto clastogenicidade — quebra de cromossomos, quanto aneugenicidade —
aneuploidia ou segregacdo cromossémica anormal devido a disfun¢des no aparato
mitético (HAYASHI et al., 2000; BONASSI; EL-ZEIN; BOLOGNESI, 2011). Assim,
para avaliar a possivel genotoxicidade in vivo do SB-44, foi realizado o ensaio do
micronucleo em sangue periférico de camundongos.

Considerando que SB-44 nédo induziu a formacdo de micronucleos, pode-se

sugerir que 0 mesmo nao possui efeito genotoxico (clastogénico e/ou aneugénico) in
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vivo, no modelo avaliado, caracteristica importante na avaliagdo de sua
aplicabilidade terapéutica.

O estudo da genotoxicidade de outros derivados aminotiofenos demostrou
que o0s compostos 3-amino-4-metiltiofeno-2-carboxilato e o 2-acetil-4-clorotiofeno
nao possuem efeito genotoxico, avaliado pelo ensaio do cometa, porém, no mesmo
estudo foi observado que o composto 3-amino-4-metiltiofeno promoveu dano no
DNA (LEPAILLEUR et al., 2014).

Apos a verificacdo da baixa toxicidade do SB-44, o estudo prosseguiu com a
avaliacdo da sua atividade antitumoral. Para isso, utilizou-se a linhagem de
carcinoma ascitico de Ehrlich (CAE), um modelo tumoral que possui alto indice de
invasividade, e tem sido utilizado no estudo dos efeitos de drogas sobre o
crescimento, patogénese, imunologia e terapéutica de células tumorais. Uma de
suas principais vantagens é o controle do numero de células a serem inoculadas, de
forma a padronizar os experimentos. Portanto, através de modelos como esse, 0s
animais tratados podem ter a evolugdo tumoral analisada ao longo do tratamento
com a substancia candidata, além de terem suas caracteristicas clinicas observadas,
verificando a efetividade sistémica da aplicacdo in vivo (SOLIMAN, 2015; COSTA,
PEREIRA, 2016).

Como tratamento antitumoral padréo foi utilizado o 5-fluorouracil (5-FU), um
dos farmacos mais prescritos no tratamento do cancer (GONZALEZ-VALLINAS,
2013). 5-FU é um antimetabdlito que interfere na duplicacéo e transcricdo do DNA.
Embora o mecanismo de acédo desse farmaco ainda nao tenha sido completamente
elucidado € provavel que seja pela ligacdo do fluorodeoxiribonucleotideo
monofosfatado (FAUMP), um metabdlito da droga, a timilidato sintetase, inativando-
a, e, portanto, impedindo a sintese das timinas e consequentemente a sintese do
DNA. Um segundo mecanismo é a incorporacdo de outro metabdlito, o Furd, ao RNA
mensageiro no momento de sua transcri¢cdo, no lugar da uracila, formando, assim,
um falso RNA (COSTA, 2015; LENZ; STINTZING; LOUPAKIS, 2015). No presente
estudo, 5-FU induziu potente atividade antitumoral por reduzir todos os parametros
avaliados, o que justifica a escolha deste farmaco como farmaco padrdo em modelo
de carcinoma ascitico de Ehrlich.

Em relacdo ao tratamento com SB-44, pode-se observar que houve reducao
na viabilidade celular de forma dose-dependente. Aapenas a maior dose

(100 mg/kg) reduziu os parametros volume e total celular, o que sugere que SB-44
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nas doses de 25 e 50 mg/kg néo foi capaz de reverter a ascite peritoneal induzida
pelo tumor. Nesse sentido, a dose de 100 mg/kg foi selecionada para o estudo do
mecanismo de acdo antitumoral e da toxicidade de SB-44.

A investigacdo do mecanismo de acdo de SB-44 iniciou-se pela analise da
distribuicdo das células de carcinoma de Ehrlich nas diferentes fases do ciclo celular,
uma vez que, muitos antineoplasicos e novos a candidatos a farmacos atuam
interferindo nesse processo (XIAO et al., 2011). Por exemplo, podem ser citados 0 5-
FU, que atuam inibindo a sintese de DNA durante a replicacdo celular YASUI,
TSURITA; IMAI, 2014).

O ensaio para analise do ciclo celular baseia-se na diferenciagéo de células
nos diversos estagios do ciclo celular pela marcacdo do DNA com o iodeto de
propidio (PI), um intercalante de DNA. As células na fase GO/G1 contém duas cépias
dos cromossomos, ou seja, apresentam ploidia tipica (2n) de células que ainda néao
entraram em mitose. Ja as células que entraram em processo de divisao celular e
iniciaram a sintese de material genético na fase S, apresentam uma maior
qguantidade de DNA (>2n) e, consequentemente, uma maior intensidade de
marcacdo. As células que ja tiveram seu material genético duplicado (4n) e estdo
prestes a sofrer citocinese (fase G2/M), apresentam o dobro de fluorescéncia
comparado a populacdo GO/G1. As células situadas no pico hipodipléide (sub-G1)
possuem conteudo de DNA menor que 2n e podem representar aumento na
ocorréncia de debri celulares ou DNA fragmentado, caracteristico de apoptose
(MONTEIRO, 2012; SHIRALI et al., 2014).

Sendo assim, 0 aparecimento do pico sub-G1 na analise do ciclo celular apos
tratamento com SB-44 sugere que a atividade antitumoral deste derivado tiofénico
estd associada a inducdo de apoptose. Todavia, métodos especificos utilizando
marcadores do processo apoptético devem ser utilizados para avaliar esse efeito.

Relatos da literatura descrevem que outros derivados tiofénicos, de forma
semelhante ao SB-44, induzem o aparecimento do pico sub-G1 (LOU et al., 2011;
AGUIAR et al., 2016). Além disso, diferentes derivados tiofénicos podem também
atuar em outras fases, induzindo parada do ciclo nas fases GO/G1, S ou G2/M
(AGUIAR et al., 2016), ou inibindo a polimerizacdo da tubulina e, consequentemente,
parando o ciclo celular na fase G2/M (ROMAGNOLI et al., 2007; 2014).

Além da desregulagédo do ciclo celular, sabe-se que a angiogénese é outra

caracteristica das células no cancer, a qual representa um evento importante para o
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crescimento tumoral e metastase (RIBATTI et al., 2016). Considerando que SB-44
diminuiu significativamente a capacidade angiogénica do carcinoma ascitico de
Ehrlich, pode-se inferir que o mecanismo de acgdo antitumoral deste derivado
aminotioféncico envolve, pelo menos parcialmente, um efeito antiangiogénico. Esse
€ um importante efeito, uma vez que contribui terapeuticamente no combate a
diferentes pontos chave do contexto tumoral, ndo apenas na citotoxicidade contra a
célula tumoral em si.

Dados da literatura mostram que uma série de derivados tiofénicos 6,7-
dimetoxi-quinazolin-4-il-amino-tiofeno-2-carboxamidas apresentam efeito
antiangiogénico, via antagonismo do receptor de VEGF (VEGFR-1 e VEGFR-2),
Outros analogos tiofénicos também exibiram poténcia de inibicdo de VEGFR-1 e
VEGFR-2 (ASHOK et al., 2016).

Varios mediadores contribuem para a angiogénese durante o
desenvolvimento tumoral, incluindo citocinas (TECCHIO; CASSATELLA, 2013)
quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) (LI et al., 2013) e o 6xido nitrico
(NO) (HALDER et al., 2016).

Além do envolvimento de citocinas com o processo de angiogénese, esses
mediadores séo considerados moléculas chave no cancer, pois modulam a resposta
imune inata e adaptativa, e podem mediar a atividade antitumoral. Nesse contexto,
fatores relacionados ao microambiente tumoral, incluindo a heterogeneidade da
massa tumoral, o estresse metabdlico e as moléculas de sinalizacédo inflamatéria,
podem modular o papel do sistema imunol6gico no cancer. Assim, embora os efeitos
da vigilancia imunol6gica e o favorecimento de efeitos pré-tumorigénicos seja o
resultado do cross talk, mediado por citocinas, entre células tumorais e infiltrado
imune celular, estudos independentes também mostram seus efeitos supressores de
tumor (YANG et al., 2016).

IL-10 € uma citocina imunomoduladora que é frequentemente superregulada
em varios tipos de céancer, todavia, seu papel biolégico no cancer é complexo. No
entanto, sua presenca em metastases avancadas e a correlacdo positiva entre niveis
séricos de IL-10 e os niveis de progressdo da doenca indicam um papel critico de IL-
10 no microambiente tumoral em inibir apoptose e induzir proliferacdo e metastase
(SATO et al., 2011; MANNINO et al., 2015).

Em relacdo ao IFN-y, apesar da ampla evidéncia de seu papel na vigilancia

imunitaria do tumor, estudos sugerem que ele pode também ter efeitos pro-
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tumorigénicos sob determinadas circunstancias, uma vez que as atividades pré e
anti-tumorigénicas sado dependentes da especificidade do tumor, das células, dos
fatores microambientais, e/ou da intensidade de sinalizacdo e contexto molecular
(ZAIDI; MERLINDO, 2011).

Portanto, no presente estudo, a reducéo das citocinas IL-10 e INF-y induzida
por SB-44 sugere que o potencial antitumoral desse derivado aminotiofeno pode
envolver, de forma discreta, a modulacdo da resposta imune relacionada ao controle
do tumor, considerando que SB-44 nédo foi capaz de modular varias citocinas e
quimiocina, incluindo IL-1p, IL-4, TNF-a e CCL-2.

Pouco se conhece sobre o envolvimento de citocinas no mecanismo de acéo
antitumoral de derivados aminotiofenos. Porém, algumas substancias dessa classe,
incluindo derivados 5-substituido-2,3-diariltiofenos podem induzir efeitos anti-
inflamatorios por modular citocinas (TSUJI et al.,, 1998). Ainda, um estudo da
atividade anti-leishmania de SB-44 mostrou que esse efeito farmacolégico ndo esta
relacionado a imunomodulacdo (RODRIGUES et al., 2015).

No contexto do cancer, sabe-se que ROS estdo envolvidas desde a fase de
iniciacdo até a fase de progressédo da doenca. Nesse sentido, ROS atuam induzindo
danos ao DNA, RNA, proteinas e lipideos, estimulando a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, ativando vias de sinalizacdo que estimulam a proliferacdo celular,
angiogénese e metastase, além de inibir vias pré-apoptéticas (TAKASHIMA,;
FALLER, 2013).

Portanto, a avaliacdo da modulacédo do estresse oxidativo € essencial para a
caracterizacéo do efeito antitumoral de um candidato a farmaco. Aliado a isso, € bem
descrito na literatura o potencial antioxidante de derivados tiofénicos (QUEIROZ et
al., 2007; FADDA et al., 2012; MOHAN; SARAVANAN, 2012; GOUDA et al., 2013).
Para o SB-44, a reducéo dos niveis de espécies reativas de oxigénio observada em
modelo de tumor de Ehrlich sugere que a reducdo do estresse oxidativo €, pelo
menos parcialmente, parte do seu mecanismo de acéo antitumoral.

No contexto do estresse oxidativo/nitrosativo, o 6xido nitrico (NO) apresenta-
se como um importante mediador, que possui efeitos dicotbmicos no cancer,
resultantes da sua capacidade de interferir com o crescimento tumoral, migragao,
invasdo, sobrevivéncia, angiogénese e metastase (BURKE et al., 2013; KUNDU,;
SURH, 2012). Sabe-se que diferentes fatores, tais como, a sua concentracao

(HALDER et al., 2016), o microambiente e o ciclo celular no tumor (RIDNOUR et al.,
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2008; HALDER et al., 2016), o estado redox (MOCELLIN; BRONTE; NITTI, 2007) e
o tempo de exposi¢ao (VILLALOBO, 2007) interferem no seu efeito final no tecido
tumoral.

Portanto, considerando que ROS e NO estdo envolvidos na regulacdo de
diferentes eventos relacionados ao cancer, incluindo a angiogénese, e tendo o SB-
44 reduzido esses mediadores em modelo de tumor de Ehrlich, pode-se sugerir que
os efeitos antiangiogénicos de SB-44 estdo associados ao seu efeito antioxidante.
Ainda, considerando que os antioxidantes protegem as células e oOrgaos contra
danos causados pelas células tumorais por meio de mecanismos imunolégicos, via
genética molecular, e estimulacdo da diferenciacdo celular (KATAKWAR; NAIK;
MITTAL, 2016), outras vias de sinalizagdo moduladas por ROS e NO devem também
ser investigadas para melhor caracterizacdo dos efeitos do SB-44.

A atividade antioxidante dos tiofenos € bem estabelecida na literatura, varios
trabalhos relatam os derivados tiofénicos com atividade antioxidante (MITRA; SAHA;
ROY, 2010; HARINATH et al.,, 2013; RASOOL et al, 2016). Ainda, estudos
realizados com derivados tiofénicos para avaliacao de suas atividades antioxidante e
antitumoral demonstram resultados promissores (ABU-HASHEM; EL-SHEHRY;
BADRIA, 2010; FADDA et al., 2012; GOUDA et al., 2013).

Tendo em vista que a toxicidade de quimioterdpicos é considerada o fator
limitante na escolha da dose e do esquema terapéutico, o que se relaciona a sua
baixa especificidade para o tumor e, consequentemente, alta toxicidade (PAVELIC,
2014), a utilizacdo de ensaios de toxicidade que avaliem possiveis alteracdes da
homeostasia do organismo exposto a quimioterapia € imprescindivel.

Sendo assim, considerando o potencial antitumoral do SB-44 observado nos
ensaios farmacologicos em modelo carcinoma ascitico de Ehrlich, na sequéncia,
procedeu-se a investigacdo dos possiveis efeitos toxicos do SB-44 no mesmo
modelo experimental.

Para o parametro de consumo de agua, de racdo e evolucdo ponderal, foi
observado apenas alteragdo no consumo de ragao e evolugdo ponderal. Os
camundongos tratados com SB-44 reduziram o consumo de ragdo que, como
esperado, foi acompanhado de reducdo da evolugdo ponderal. Ja os animais
tratados com 5-FU aumentaram o consumo de ragdo e reduziram O peso.
Parametros metabdlicos, como o consumo de agua e de alimentos, e a avaliacdo

ponderal, devem ser analisados nos estudos pré-clinicos para investigacdo da
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toxicidade de uma amostra em estudo sobre o sistema gastrintestinal. Esses dados
remetem ao fato de que a lesdo no TGI pode ocasionar uma reducéo da absorgéo
de nutrientes e assim ocasiona a anorexia dos animais mesmo com o aumento do
consumo de racdo como uma tentativa para suprir as necessidades nutricionais
(AKAH et al., 2010).

O figado é o 6rgao de detoxificacdo dos mamiferos e os rins o 6érgao excretor
mais importante, e ambos séo susceptiveis aos antineoplasicos. Como exemplos,
pode-se citar disfuncdes hepaticas induzidas por mitramicina e toxicidade renal
causada por docetaxel (BEZERRA et al., 2008).

A avaliacao da funcéo renal pode ser realizada por meio da determinacéo das
concentragbes sanguineas de ureia e creatinina. A ureia € um produto de
degradacdo do metabolismo dos aminoacidos, constitui a forma como o organismo
elimina o nitrogénio dessas moléculas, e sua eliminacdo se da principalmente
através dos rins. Ja a creatinina, por sua vez, € um produto da degradacdo da
creatina muscular. Essa substancia ndo é utilizada pelo organismo, é totalmente
inativa, sendo também excretada pelos rins. Quando ocorre falha renal, produtos de
degradacdo do metabolismo, que seriam eliminados pelos rins, particularmente
substancias nitrogenadas como a ureia e a creatinina, se acumulam levando a um
aumento dos seus niveis sanguineos (HENRY, 2008).

Considerando que SB-44 nédo induziu alteracBes nos niveis plasmaticos de
ureia e creatinina, pode-se inferir que este derivado tiofénico possui baixa toxicidade
renal, resultado este que foi confirmado pela auséncia de quaisquer alteracdes na
avaliacdo histolégica dos rins. Esse dado possui importante significado clinico, ja
gue varios antineoplasicos sdo capazes de causar lesdes nefrotdxicas, tais como
metotrexato, docetaxel, cisplatina, dentre outros (BEZERRA, 2008; PFALLER,;
GSTRAUNTHALER, 1998).

Em relacdo a avaliacdo da fungéo hepética, os principais indicadores de dano
sdo as enzimas hepaticas identificadas no plasma ou no soro, sendo, portanto,
utilizadas como indicativo de estado de normalidade ou de dano celular.

Apesar do tratamento com SB-44 nao ter induzido alteracbes nas
transaminases AST e ALT, foi observado aumento do indice do figado, além de
alteracdes hepaticas demonstradas na avaliacdo histologica deste 6rgao”, incluindo,
proliferacdo hepatocelular, relacionado a presenca de células em mitose, reducéo do

sinusdide hepdtico, esteatose e células em apoptose, o que indica toxicidade
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hepatica para esse tiofeno. A auséncia de alteracdo nas enzimas hepaticas mesmo
na presenca de dano histoldégico pode ser explicada considerando o fato de que
alteracbes mais graves e persistentes no tecido hepatico podem produzir pouco
extravasamento hepatocelular, o que resulta em niveis plasmaticos normais ou
diminuidos das enzimas AST e ALT (FRANCISCATO et al., 2006; MIAZZO et al.,
2005).

Adicionalmente pode-se dizer que o figado € um 6rgdo com alta capacidade
regenerativa e adaptativa e até mesmo quando areas de necrose coagulativa do
parénquima estdo presentes, mas o0 tecido conjuntivo estd preservado, a
regeneracao é completa (MEIRELES et al., 2016).

Diversos medicamentos disponiveis no mercado, e amplamente utilizados
pela populacédo, sdo capazes de causar algum grau de hepatotoxicidade, como € o
caso do paracetamol, cetoconazol, isotretinoina, fenitoina, dentre outros (HAYASHI,;
FONTANA, 2014). Na verdade, muitas outras drogas também exercem toxicidade
hepética direta a depender da dose, em particular alguns agentes antineoplasicos
(ciclofosfamida, bussulfano e 5-FU), que quando administrados por via intravenosa
em doses elevadas podem causar lesdo hepatocelular aguda ou sindrome de
obstrucdo sinusoidal. Uma andlise atual descreve que outros antineoplasicos
(azatioprina, clorambucil, temozolomida) amplamente utilizados na clinica causam
lesGes hepéticas em doses convencionais (BJORNSS; HOOFNAGLE, 2016).

Portanto, a hepatotoxicidade apresentada pelo SB-44 € comum a uma série
de antineoplasicos atualmente usados na pratica clinica, e, portanto, ndo descarta a
continuidade dos estudos farmacoldgicos relacionados ao potencial antitumoral
deste derivado tiofénico. O conhecimento dos danos hepaticos, ou de quaisquer
outros efeitos indesejaveis que uma substancia possa gerar, € importante na
caracterizagdo da sua potencial toxicidade clinica, o que contribui para o
desenvolvimento de medidas profilaticas e de possiveis tratamentos relacionados a
intoxicacdo (BITTENCOURT et al., 2011).

Diferentemente da maioria dos agentes antineoplasicos, SB-44 ndo provocou
alteracbes na maioria dos parametros hematolégicos dos animais tratados. A
literatura descreve que a anemia é a mais comum alteracdo encontrada em
pacientes com cancer (GASPAR et al, 2014). A supressao da hematopoiese, que
inclui todos os elementos do sangue como leucdcitos, plaguetas e hemacias € uma

das consequéncias mais comuns da quimioterapia antineoplasica, e € um dos mais
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incapacitantes efeitos colaterais no tratamento do cancer, o que limita 0 esquema
terapéutico (MAGALHAES et al., 2010). Pacientes portadores de doencas
neoplasicas apresentam alta frequéncia de anormalidades das células sanguineas
relatadas na literatura como anemia e trombocitopenia. Essas alteracfes sao
responsaveis pela morbidade e mortalidade com impacto negativo sobre a
progressdo da doenca e a terapia antineoplasica. Dados apresentados nesse estudo
ratificam esse achado, uma vez que, em todos 0s grupos nos quais houve implante
de células tumorais (controle, 5-FU e SB-44) foi observado diminuicdo da
hemoglobina.

Os indices hematimétricos sao parametros de avaliacdo das hemacias no que
diz respeito ao tamanho destas células e a distribuicdo da hemoglobina nestas, por
isso sdo importantes e servem especialmente para a classificacdo das anemias
(HENRY, 2008; XAVIER, 2015). Para o SB-44, houve aumento do HCM (quantidade
de hemoglobina em termos de peso que cada um dos eritrécitos carrega) em
comparacao ao grupo controle, todavia, esse aumento foi no sentido de restabelecer
seus niveis normais encontrados no grupo sadio. Ainda, considerando que essa
alteracdo nao foi acompanhada por alteracdo significante na CHCM (média, em
porcentagem, de quanto o eritrécito esta preenchido pela hemoglobina), esta ndo
possui significado clinico relevante.

Em relacdo ao leucograma, uma importante alteracdo em pacientes com
neoplasia e que ocorre devido a complexa interacdo entre as células neoplasicas
com o sistema imunolégico e com a inflamacao peritumoral € a leucocitose. A
leucocitose neutrofilica esta fortemente associada ao pior prognéstico e mortalidade
em seres humanos com neoplasia, sobretudo naqueles em tratamento
quimioterapico (DIETL et al., 2007; CONNOLLY et al., 2010; Da SILVA et al., 2014).
Os dados sugerem que SB-44 nao induz imunossupressao, considerando que 0s
valores de leucdcitos totais ndo alteraram. Apesar da reducdo de linfécitos
observada apds tratamento com SB-44 foi compensada pelo aumento de
segmentados, nao interferindo no nimero de leucdcitos totais. Portanto, SB-44 néo
promoveu mielossupressdo como a grande maioria dos agentes antitumorais, dentre
estes 0 5-FU, como pode ser observado na reducéo de leucocitos totais apresentada
no presente estudo (PITA, 2009).

Esse trabalho apresenta, em conjunto, o potencial farmacolégico de SB-44

bY

relacionado a sua atividade antitumoral via mecanismos antiangiogénicos e
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antioxidantes, além da caracterizacdo de possiveis efeitos toxicos decorrentes de
sua administracdo, o que subsidiam a realizacdo de testes pré-clinicos adicionais na
perspectiva de contribuir com o estudo de novos candidatos a farmacos antitumorais

a classe dos aminotiofenos.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os estudos realizados com o derivado do 2-aminotiofeno (SB-44)

pode-se concluir que:

= SB-44 apresentou baixa toxicidade aguda, quando administrado por via

intraperitoneal em camundongos;

» SB-44 apresentou baixa genotoxicidade in vivo;

= SB-44 apresentou atividade antitumoral in vivo em modelo de carcinoma

ascitico de Ehrlich;

= SB-44 exerce seu efeito antitumoral por interferir na progressdo do ciclo
celular, além de exercer efeitos antiangiogénicos, imunomoduladores e

antioxidantes;

= SB-44 apresentou baixa toxicidade renal e hematoldgica, porém mostrou
hepatotoxicidade em animais transplantados com carcinoma ascitico de

Ehrlich submetidos a tratamento de doses repetidas (nove dias).
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ANEXOS

ANEXO A- Certiddo da Comissao de Etica no Uso de Animais

MOURA, A.P. G

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
CAMPUS 1 - JOAO PESSOA - PB

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL

CERTIDAO

Jodo Pessoa, 01 de marco de 2012
CEPA N° 0611/11
iimo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): Mariana Vieira Sobral Castello Branco
Orientando(a) : Ana Paula Gomes Moura

Departamento/Setor: CBiotec

RefESTUDO DO POTENCIAL ANTITUMORAL E TOXICIDADE DE
OLEOS ESSENCIAIS DE ESPECIES DO GENERO Hyptis DO NORDESTE..

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Centro de Biotecnologia da

Universidade Federal da Paraiba, ANALISOU e APROVOU a execucdo do
projeto acima.

Nuimero de animais: 186 camundongos.
Periodo: Até 06/2015.

Atenciosamente,

o Javm,gum Prsierns 1o
rofa. Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do CBiotec/UFPB
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ANEXO B - Fluxograma de realizacao do teste de toxicidade aguda com uma dose inicial de 2000 mg/kg

smalkg 50malkg 300maglkyg 2000maikag
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
5maglkg 50mg/lkg 300mglkg 2000mgfkg
3 animals 3 animals 3 animals 3 animals
|
czjf':a * > > @ > &
b 4
GHS Category Category 2 I Category 3 Category 4 I Category 5 Eal=pnmesian
I > 85 =550 > 50300 = 300 - 2008 = 2800 - 5080 Unclassified
v y ¥ v v v v i i
3[at 531 other {at 300) ather 3_230:":' Z other 1 0
a t ) |t 2000)
at1” step g1 sleg at 1" steplat 1% ste;
LD=0 cut-off
mgikg bow.

per clep thres animak of acingles cex | normally females | are uced
-8,1.2.3:

Humberof morlbumd or dead anlmale at saoch ctep
GHE: SGlobally Harmonlzed Clacefloatlon Eyctem (mgkg bow.)

- = : unolacefled

Tecting at 6000 mg/kg bow.: cee Annex 3

FONTE: OECD. Test N° 423: Acute oral toxicity — acute toxic class method, 2001
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ANEXO C- Triagem Farmacolégica Comportamental

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

0 min 15 min 30 min 60 min 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

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

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contor¢des abdominais
Abducdo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéo

Defecacéo aumentada
Respiracgdo forcada
Lacrimejamento

Miccéo

Salivacao

Cianose

Todnus muscular

Forca para agarrar
3-MORTE
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