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SOUSA, V. M. Mecanismos de acdo anticancer colorretal in vitro e toxicidade em
modelo de peixe-zebra do derivado acridinico AMTAC-19. 2025. 187 f. Tese
(Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/ CCS, Joado Pessoa.

RESUMO

O cancer colorretal (CCR) € um importante problema de saude publica mundial. Diante
da necessidade de desenvolvimento de agentes mais efetivos e/ou com menor
toxicidade, o derivado acridinico (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1’5’-
dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila  (AMTAC-19) foi previamente
sintetizado e testado quanto ao seu potencial antitumoral in vitro. AMTAC-19
apresentou significativa citotoxicidade em linhagem de células de cancer colorretal
humano HCT-116 (concentragéo inibitoria média — Clso = 10,35 + 1,66 uM). Diante
disso, o presente trabalho objetivou caracterizar os mecanismos de acéo anti-CCR do
AMTAC-19 por meio de ensaios in silico e in vitro, e a sua embriotoxicidade em modelo
de peixe-zebra. Os resultados do docking molecular evidenciaram interacoes
favoraveis entre o AMTAC-19 e as estruturas cristalograficas da Proteina Cinase
Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1), da Proteina Cinase N-terminal c-Jun 1
(JNK1), da Proteina Cinase Ativada por Mitégeno p38a (p38a MAPK), da Proteina
Cinase B (PKB/AKT), do Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65) e da Linfoma de
Células B-2 (BCL-2). Nos ensaios in vitro, a marcacdo com anticorpos especificos
permitiu observar que, apés 48 h de tratamento com o AMTAC-19, houve aumento
significativo do percentual de células marcadas com anticorpos anti-p-ERK1/2 e anti-
p-JNK1/2, e reducéo significativa do percentual de células marcadas com anticorpos
anti-p-BCL-2. O pré-tratamento com inibidores de ERK1/2 ou JNK preveniu
significativamente a citotoxicidade do AMTAC-19 em células HCT-116. Na analise do
estado redox, o AMTAC-19 estimulou a producao de Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) apds 30 min e 1 h de tratamento, e o pré-tratamento com N-acetil-L-cisteina
(NAC) preveniu significativamente a sua citotoxicidade. O uso do cloreto de 5,5',6,6'-
tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1) permitiu observar que o
AMTAC-19 induz alteracéo no potencial de membrana mitocondrial (Aym) de células
HCT-116. O uso do corante Hoechst 34580, utilizado para analisar caracteristicas
morfolégicas de apoptose por microscopia confocal a laser, demonstrou que o
AMTAC-19 induziu aumento significativo do niamero de células fluorescentes apos
tratamento de 48 h, sendo observada condensacdo da cromatina, que corrobora o
efeito pro-apoptotico induzido por esta molécula. Adicionalmente, o ensaio
clonogénico foi utilizado para avaliar as alteragcdes na sobrevivéncia e proliferacao
celular induzidas pelo AMTAC-19, mostrando que o0 composto teste, na concentracéo
de 1,56 puM (correspondente a 1/8 da Clso), induziu reducdo significativa na
capacidade de formacdo de coldnias de células HCT-116. Por fim, a avaliacdo da
toxicidade nédo clinica em modelo de peixe-zebra, evidenciou que o tratamento de
embrides e larvas com AMTAC-19 (100 uM — correspondente a aproximadamente 10
vezes a Clso em células HCT-116) por 96 h de exposi¢cdo, ndo causou morte dos
animais, estimando que a Concentracao Letal Média (CLso) do composto foi maior que
100 uM. Em resumo, o AMTAC-19 apresenta efeito anti-CCR in vitro por inducéo de
apoptose, estresse oxidativo e modulacdo das proteinas ERK1/2, JNK e BCL-2.

Palavras-chave: Composto espiro-acridinico; Carcinoma colorretal humano;
Atividade antitumoral; Estresse oxidativo; Docking molecular; Toxicidade



SOUSA, V. M. In vitro anticolorectal cancer action mechanisms and toxicity in a
zebrafish model of the acridine derivative AMTAC-19. 2025. 187 f. Thesis
(Doctorate in Natural and Synthetic Bioactive Products) — UFPB/CCS, Joao Pessoa.

ABSTRACT

Colorectal Cancer (CRC) is a major global public health concern. In light of the need
to develop more effective agents and/or those with lower toxicity, the acridine derivative
(E)-1'-((4-bromobenzylidene)amino)-5'-oxo-1',5'-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2'-
pyrrol]-4'-carbonitrile (AMTAC-19) was previously synthesized and tested for its in vitro
antitumor potential. AMTAC-19 exhibited significant cytotoxicity against the HCT-116
human colorectal cancer cell line (half-maximal inhibitory concentration — IC50 = 10.35
+ 1.66 pM). Accordingly, this study aimed to characterize the anti-CRC mechanisms of
action of AMTAC-19 through in silico and in vitro assays, as well as its embryotoxicity
in a zebrafish model. The results of molecular docking demonstrated favorable
interactions between AMTAC-19 and the crystallographic structures of Extracellular
Signal-Regulated Kinase 1 (ERK1), c-Jun N-terminal Kinase 1 (JNK1), p38a Mitogen-
Activated Protein Kinase (p38a MAPK), Protein Kinase B (PKB/AKT), Nuclear Factor
kappa B (NF-kB; p50/p65), and B-cell Lymphoma-2 (BCL-2). In vitro assays using
specific antibody labeling revealed that, after 48 hours of treatment with AMTAC-19,
there was a significant increase in the percentage of cells labeled with anti-p-ERK1/2
and anti-p-JNK1/2 antibodies, as well as a significant reduction in cells labeled with
anti-p-BCL-2 antibodies. Pre-treatment with ERK1/2 or JNK inhibitors significantly
prevented AMTAC-19-induced cytotoxicity in HCT-116 cells. In redox state analysis,
AMTAC-19 stimulated the production of Reactive Oxygen Species (ROS) after 30
minutes and 1 hour of treatment, and pre-treatment with N-acetyl-L-cysteine (NAC)
significantly prevented its cytotoxicity. Using the 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3"-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine chloride (JC-1) dye, it was observed that
AMTAC-19 induces changes in the mitochondrial membrane potential (Aym) of HCT-
116 cells. Laser confocal microscopy analysis of apoptotic morphological
characteristics using Hoechst 34580 dye showed that AMTAC-19 significantly
increased the number of fluorescent cells after 48 hours of treatment, with chromatin
condensation observed, supporting the pro-apoptotic effect induced by this molecule.
Additionally, the clonogenic assay used to evaluate changes in cell survival and
proliferation induced by AMTAC-19 demonstrated that the test compound, at a
concentration of 1.56 uM (equivalent to 1/8 of the IC50), significantly reduced the
colony-forming ability of HCT-116 cells. Finally, non-clinical toxicity evaluation using a
zebrafish model showed that treatment of embryos and larvae with AMTAC-19 (100
MM — approximately 10 times the IC50 for HCT-116 cells) for 96 hours did not cause
animal mortality, suggesting that the compound's median lethal concentration (LC50)
is greater than 100 yM. In summary, AMTAC-19 exhibits in vitro anti-CRC effects
through apoptosis induction, oxidative stress, and modulation of ERK1/2, JNK, and
BCL-2 proteins.

Keywords: Spiro-acridine compound; Human colorectal carcinoma; Antitumor activity;
Oxidative stress; Molecular docking; Toxicity
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1 INTRODUCAO

O céancer é designado como um conjunto de doencas causadas por fatores
enddgenos e exdgenos, que atuam modificando as caracteristicas intrinsecas das
células e promovendo uma hiperproliferacdo celular desordenada, que resulta no
acumulo de alteracdes celulares genéticas e/ou epigenéticas (DE ALMEIDA et al.,
2017; PARK et al., 2017). A aquisicao destas capacidades especificas € responsavel
pela desregulagéo do ciclo celular e de mecanismos de morte celular, o que, por sua
vez, contribuem para a sinalizacdo proliferativa sustentada, sobrevivéncia celular e
capacidade de disseminacdo para outros tecidos (BONELLI et al., 2019; HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Mundialmente, o cancer € uma das principais causas de morte, apresentando
a incidéncia de 20 milhdes de novos casos diagnosticados e mais de 9,7 milhdes de
mortes registradas em 2022 (BRAY et al., 2024). Atualmente, o tratamento do cancer
envolve terapias locais e/ou sistémicas, como cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia, hormonioterapia, terapias-alvo, sendo a quimioterapia a abordagem
predominante (YANG et al., 2023). Embora os tratamentos contra 0 cancer possam
ser eficazes em diversos casos, eles frequentemente provocam efeitos colaterais
debilitantes, que impactam de forma significativa a qualidade de vida dos pacientes
(FERNANDO; JONES, 2015; SMITH; PREWETT, 2017).

No tratamento quimioterapico do cancer colorretal, por exemplo, incluem-se os
agentes antimetabdlitos: 5-fluorouracil (5-FU) e capecitabina (CAP), derivados de
platina: oxaliplatina (OX) e o inibidor de topoisomerase: irinotecano (IRI), que podem
ser usados isoladamente ou em combinacfes (HOSSAIN et al.,, 2022; SHIN;
GIANCOTTI; RUSTGI, 2023). Entretanto, a quimioterapia enfrenta diversas limitacdes
importantes, dentre esses obstaculos destacam-se a toxicidade sistémica, taxas de
resposta insatisfatérias, resisténcia inata e adquirida variavel, além da baixa
seletividade pelas células tumorais, o que pode gerar efeitos colaterais consideraveis,
que limitam a qualidade de vida dos pacientes (ISLAM et al., 2022; LEOWATTANA,;
LEOWATTANA; LEOWATTANA, 2023; SHIN; GIANCOTTI; RUSTGI, 2023). Portanto,
em virtude da alta prevaléncia dos casos de cancer e da necessidade de um
tratamento eficaz e seguro, permanece a urgéncia na pesquisa e desenvolvimento de

novos candidatos a farmacos antineoplasicos (KUMAR et al., 2017).
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Nessa perspectiva, as acridinas sdo compostos heterociclicos com estrutura
planar, formados por dois anéis benzeno fundidos a um anel de piridina em uma
posicdo central (GOUVEIA et al., 2018). Tem sido relatado na literatura que estes
compostos apresentam atividades biologicas promissoras, incluindo anticancer, a
exemplo da amsacrina (m-AMSA), um protétipo do grupo que exerce atividade
antitumoral em leucemias e linfomas (DE ALMEIDA et al., 2017; SALEM et al., 2017).
Alteracdes na estrutura quimica da molécula de acridina levaram a sintese de uma
nova série de compostos designada espiro-acridina, formada por um anel espiro de
cinco ou seis membros ligado ao carbono C-9 da acridina, estrutura que favorece a
intercalacdo entre os pares de bases de acidos nucleicos no DNA e a inibicdo das
enzimas topoisomerases, moléculas cruciais no processo de replicacdo celular
(ALMEIDA et al., 2016; MENEZES et al., 2019b).

Dados da literatura demonstram que 0os compostos espiro-acridinicos (E)-1'-
((4- clorobenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-diidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-  4'-
carbonitrila (AMTAC-06) e (E)-5-oxo-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-
dihidro-10Hespiro [acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila  (AMTAC-17) induziram efeito
antitumoral in vivo contra tumor de Ehrlich (DUARTE et al., 2020a; SILVA et al., 2019a)
e in vitro contra células de carcinoma colorretal (HCT-116) (DUARTE et al., 2020b;
SILVA et al., 2019b). Em adicdo, um novo composto espiro-acridinico, o (E)-1’-((4-
bromo-benzilideno)amino)5’-0x0-1’5’-dihidro-10H-espiro [acridina-9,2’-pirrol]-4’-
carbonitrila (AMTAC-19), foi avaliado por nosso grupo de pesquisa em estudos
anteriores que investigaram o seu potencial antitumoral. O AMTAC-19 apresentou
significativa citotoxicidade em células HCT-116 e efeito antitumoral associado a
inducéo de alteragdes no ciclo celular, uma agéo antioxidante e ativagdo de morte
celular por apoptose (DE SOUSA et al., 2024).

Assim, considerando a relevancia dos espiro-acridinicos como anteriormente
relatado, em especial do AMTAC-19, o presente trabalho teve como objetivo
aprofundar os estudos com o AMTAC-19, investigando a toxicidade e os provaveis

mecanismos de acao envolvendo o efeito antitumoral deste novo composto.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

O céancer é designado como um conjunto de doencas heterogéneas que
envolvem sucessivas alteracdes genéticas e epigenéticas (SHANKAR; GUPTA,;
GUPTA, 2019), as quais promovem modificacbes nas caracteristicas moleculares e
fenotipicas das células, resultando no escape dos controles de homeostase habituais
e em uma proliferacdo celular desregulada (CHATTERJEE; RODGER; ECCLES,
2018).

As células transformadas adquirem a capacidade de crescimento celular
exacerbado e irreversivel, que favorece o acumulo de clones atipicos e a formacéo de
uma massa tissular denominada tumor, que, por sua vez, podem ser classificados
como benignos ou malignos (SINHA, 2018). Os tumores benignos exibem morfologia
semelhante ao tecido de origem, crescimento lento, organizacdo celular e nédo
invasividade. Sdo exemplos de tumores benignos os miomas, 0s lipomas e 0s
adenomas, que originam-se no tecido muscular liso do miométrio, tecido adiposo e
em glandulas, respectivamente (KOGURE et al., 2017).

Por outro lado, os tumores malignos sdo morfologicamente distintos em
comparacao ao tecido de origem e apresentam como caracteristicas o crescimento
rapido, a desorganizacdo celular e a capacidade de se disseminar pela corrente
sanguinea ou linfatica, invadindo os tecidos adjacentes ou distantes, em uma
sequéncia de eventos denominada de metastase (DE LA HOZ POLO et al., 2017;
UMEKI et al., 2023). Os diferentes tipos de tumores malignos, ou cancer, podem ser
classificados de acordo com seu tecido de origem em: |) carcinoma (originam-se em
células do tecido epitelial de revestimento) (LIAO et al., 2021); (II) adenocarcinoma
(originam-se em células do tecido epitelial glandular);(lll) sarcomas (originam-se no
tecido conjuntivo) (GIRVIN et al., 2023; SAMARA et al., 2024); IV) leucemias, linfomas
e mielomas (originam-se em células do tecido hematopoiético); (V) gliomas,
neuroblastomas e meduloblastomas (originam-se em células do sistema nervoso)
(FISHER et al., 2022; SHEKOUHI; CHIM, 2023).

Em relag&o as caracteristicas etiologicas do cancer, as células modificadas sao
provenientes de alteragfes genéticas e/ou epigenéticas, que levam ao acumulo de

mutacOes somaticas, resultando na hiperproliferacdo celular, seguidos de invaséo e
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metastase (SHANKAR; GUPTA; GUPTA, 2019). Essas alteracdes acumuladas podem
ser causadas por fatores enddgenos, tais como hormonios, condi¢des imunoldgicas e
distarbios genéticos, as quais correspondem a causa de aproximadamente 10% dos
casos de canceres. Em contrapartida, cerca de 90% dos canceres séo causados por
fatores exdgenos, tais como o uso do tabaco, maus habitos alimentares, infec¢des,
envelhecimento, exposicdo aos raios ultravioleta e a inalacdo de poluentes
(CHATTERJEE; RODGER; ECCLES, 2018).

Neste contexto, o processo de desenvolvimento do tumor, chamado de
carcinogénese, ocorre em trés fases distintas: iniciacdo, promocdo e progressao
(GRAY et al.,, 2017). A fase inicial envolve a exposi¢cdo a fatores enddégenos e/ou
exogenos, que favorecem o desenvolvimento de células com caracteristicas
especificas capazes de ativar oncogénese inibir genes supressores de tumor,
responsaveis pela transformacédo da célula sadia em uma célula tumoral (LIANG et
al., 2019; NAPOLI; FLORES, 2020).

A fase seguinte, chamada de promocéao, envolve um agente promotor que induz
a expanséo de clones celulares provenientes da célula transformada e impulsionam a
transcricdo de genes responsaveis pela proliferacdo e sobrevivéncia celular. Por
altimo, a fase de progresséao, consiste em uma etapa irreversivel e agressiva, em que
0 cancer se encontra instalado, resultando na disseminacéo das células para locais
distantes, estabelecendo metastases (Figura 1) (BESSOU et al., 2020; HYNDMAN,
2016; SIDDIQUI et al., 2015).

Figura 1. Etapas da carcinogénese
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Legenda: A carcinogénese é dividida em trés etapas. A iniciagédo envolve fatores enddégenos e exégenos,
responsaveis por promover alteracdes genéticas e/ou epigenéticas, que podem ativar proto-oncogenes
e/ou inibir genes supressores de tumor, responsaveis pela transformacéo da célula sadia em uma célula
modificada. A fase seguinte, a promocéao, envolve um agente promotor que induz a proliferacdo das
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células anteriormente transformadas. A Ultima etapa, chamada de progressao, é irreversivel e agressiva,
resultando na instalagcdo do cancer e na metastase.
Fonte: Adaptado de LIU et al., 2015.

Considerando os aspectos abordados, pode-se dizer que o desenvolvimento
do céncer é de etiologia complexa (BRAY et al., 2018), envolvendo mecanismos
rapidos de progressédo, bem como alteracdes celulares diversas, responsaveis por um
conjunto de caracteristicas primordiais compartilhadas por diferentes tipos de
canceres. Essas caracteristicas sao designadas de “marcas” ou “Hallmarks” do cancer
(Figura 2) (HANAHAN, 2022) e séo capazes de proporcionar as células cancerigenas
a capacidade de sobrevivéncia, proliferacdo descontrolada e disseminacdo (Quadro
1) (HANAHAN, 2022; ZEFFERINO et al., 2019).

Figura 2. Caracteristicas biolégicas do cancer
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).
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Quadro 1. Caracteristicas bioldgicas do cancer

Sinalizacdo proliferativa sustentada

Capacidade da célula proliferar-se constitutivamente na
auséncia de ligante ou estimulo externo

Fuga de supressores do crescimento

Inativacdo de genes supressores de tumor, que
regulam negativamente a proliferacdo celular
persistente

Reprogramagéo epigenética néo
mutacional

Regulacdo genética em tumores. Pode ser governada
por uma infinidade de mecanismos que séo
independentes da instabilidade do genoma e de
mutacdes genéticas

Evaséo da destruicdo imune

Mudanca do microambiente pelas células tumorais
altamente  imunogénicas, que desativam o0s
componentes do sistema imune designados para
destrui-las, suprimindo o ataque imunoldgico

Habilitacdo para imortalidade
replicativa

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

Inflamacg&o promotora do tumor

Liberacdo de diversos mediadores inflamatorios, que
interagem com outras moléculas presentes no
microambiente tumoral, favorecendo a sobrevivéncia
das células tumorais.

Microbiomas polimérficos

Capacidade de contribuir ou interferir na aquisicdo de
outras capacidades marcantes, como sinalizacio
proliferativa, modulacdo da supressdo do crescimento
e resisténcia a morte celular, além de induzir a
angiogénese e estimular invasdo e metastase,
influenciando no desenvolvimento e na progresséo do

tumor.

Ativacdo da invaséo e metastase

Envolve eventos celulares que culminam com a invasao
de outros tecidos/6rgéos, a exemplo da degradacédo da
matriz extracelular (ECM), a transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT), desenvolvimento de um
microambiente inflamatdrio tumoral e a desregulacéo
da morte celular programada

Inducédo ou acesso a angiogénese

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

Células senescentes

Subtipos heterogéneos de células cancerigenas, bem
como tipos e subtipos de células estromais, que
induzem mudangas na morfologia e no metabolismo
celular, além da ativacdo de um fendtipo secretor
associado a senescéncia (FSAS), que contribuem
funcionalmente para a progressao do tumor

Instabilidade genémica e mutacao

Promocdo de defeitos na manutencdo e reparo do
genoma, o que favorece as mutagbes espontaneas e
alteracdes no DNA

Resisténcia a morte celular

MutagcBes genéticas ou modificacBes epigenéticas nos
reguladores e efetores pro-apoptoticos e
antiapoptoticos
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Desregulacdo do metabolismo celular A célula tumoral induz uma reprogramacdo do
metabolismo energético para sustentar a demanda de
proliferacéo celular constante

Desbloqueio da plasticidade fenotipica | permite varias interrupgées da diferenciagdo celular,
incluindo (i) desdiferenciagéo de estados maduros para
progenitores, (ii) diferenciac@o bloqueada (terminal) de
estados de células progenitoras e (iii)
transdiferenciacdo em diferentes linhagens celulares.

Em termos epidemiolégicos, dados da GLOBOCAN, produzidos pela Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer, estimaram a incidéncia e a mortalidade por
cancer no ano de 2022, observando um aumento constante nos indices globais, com
cerca de 20 milhdes de novos casos e 9,7 milhdes de mortes por cancer para este
ano. De acordo com os dados coletados, o cancer de pulméo apresentou a maior
incidéncia (2,5 milhdes de novos casos, representando 12,4% do total), seguidos dos
canceres de mama feminino (11,6%), colorretal (9,6%), préstata (7,3%) e estbmago
(4,9%). Quanto a mortalidade, o cancer de pulmao prevalece como a principal causa
de morte por cancer (1,8 milhdo de mortes, representando 18,7% do total), seguido
pelo cancer colorretal (9,3%), figado (7,8%), mama feminino (6,9%) e estbmago
(6,8%) (BRAY et al., 2024). Ainda, estima-se que serdo diagnosticados 35 milhdes
de casos de cancer em 2050, sendo a maior incidéncia em paises em
desenvolvimento, em comparacdo com paises desenvolvidos, baseado nos fatores
sociais, socioecondmicos e no estilo de vida da populacdo (BRAY et al., 2018; BRAY
et al., 2024).

De acordo com os registros obtidos do Sistema de Informagdes Hospitalares
do Sistema Unico de Satde (SIS/SUS), da Plataforma DATASUS-NET do Ministério
da Saude, no Brasil, no periodo de janeiro a julho de 2024, foram realizadas 623.456
internagdes por cancer, destas correspondendo a 252.118 em homens e 371.338 em
mulheres, destacando-se a regido Sudeste com o maior indice de internacdes (cerca
de 263.870, representando 42,32%) (DATASUS, 2024). Em relagdo ao numero de
Obitos por neoplasias no Brasil, durante o periodo de janeiro a julho de 2024, foram
registrados 46.566 mortes, sendo 23.024 homens e 23.542 mulheres, destacando a
regido Nordeste em terceiro lugar com maior numero de obitos (9.310) (DATASUS,
2024).

Ainda, segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva

(INCA), o Brasil tera 704 mil novos casos de cancer a cada ano do triénio 2023-2025,
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sendo o cancer de pele ndo melanoma (220 mil casos novos) 0 mais incidente na
populacdo, em seguida, separados por género, 0s mais frequentes entre os homens
sdo: prostata (71.730), colorretal (21.970) e pulméo (18.020). J& nas mulheres, estima-
se um aumento na incidéncia de cancer de mama (73.610), colorretal (23.660), colon
do utero (17.010) e pulméo (14.540) (INCA, 2023).

Diante deste cenario, o conhecimento das caracteristicas que possibilitam o
desenvolvimento do céancer € fundamental para identificar diferentes alvos
moleculares/farmacolégicos para o tratamento deste problema de saude publica

mundial.

2.2 Carcinoma colorretal: caracteristicas gerais e tratamento

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia maligna de origem multifatorial,
que ocorre no intestino grosso, principalmente nas regides do colén e reto. O CCR é
um dos tipos de cancer mais prevalentes, ocupando o terceiro lugar no ranking de
Novos casos, e 0 segundo lugar em termos de mortalidade (PIRES et al., 2021). Nos
altimos anos, suas taxas de incidéncia e mortalidade tém apresentado crescimento
significativo, um fenbmeno associado, em grande parte, a alteragdes nos habitos de
vida da populacéo, tais como a diminuicao da pratica de exercicios fisicos e o aumento
do consumo de alimentos com alto teor de gorduras (LEOWATTANA; LEOWATTANA,;
LEOWATTANA, 2023).

As causas do cancer colorretal (CCR) podem ser divididas em dois grupos
principais: familiar e esporadico. O tipo familiar esta relacionado a predisposicées
genéticas, frequentemente influenciadas por fatores ambientais, cuja probabilidade de
desenvolvimento aumenta em pessoas com parentes de primeiro grau diagnosticados
com CCR. Por outro lado, a forma esporadica, que corresponde a maioria dos casos,
esta atribuida ao acumulo de mutacdes ao longo da vida, associada a fatores de risco
como tabagismo, obesidade, dieta rica em carne vermelha, baixo consumo de frutas,
vegetais e fibra dietética, atrelados ao estilo de vida sedentaria (DA SILVA; ERRANTE,
2016; KAYA, 2019; MELLO et al., 2020; PACHECO-PEREZ et al., 2019).

Em relacdo as caracteristicas genéticas, o CCR é capaz de ativar diferentes
vias moleculares que promovem a transformacdo do epitélio normal em uma
variedade heterogénea de subtipos celulares que se desenvolvem a partir de lesdes
do epitélio intestinal, levando a formacéo de pdlipos e, posteriormente, carcinomas. O
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polipo adenomatoso € primordial para a evolucdo do CCR, cujo processo envolve
mutacles genéticas e processos inflamatoérios, que resultam na ativacdo de proto-
oncogenes e na inativagao de genes supressores de tumor, componentes essenciais
no desenvolvimento desta doenca (ANDERSON et al., 2019; LEIPHRAKPAM; ARE,
2024).

No Brasil, estimam-se 45.630 novos casos de cancer de colon e reto para o
triénio 2023-2025, sendo 21.970 destes em homens e 23.660 em mulheres. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 20,78 casos novos a cada 100 mil
homens e 21,41 para cada 100 mil mulheres. O CCR € o terceiro tipo de cancer mais
frequente em homens e o0 segundo tipo entre as mulheres. Com relacdo a mortalidade,
dados do DATASUS ressaltam que em 2023 ocorreram 21.959 6bitos, sendo 11.061
em homens e 10.898 em mulheres (INCA 2024, DATASUS 2023).

Neste contexto, a deteccéo precoce do CCR através de exames como o teste
de sangue oculto nas fezes, a sigmoidoscopia, a colonoscopia e a bidpsia liquida sao
fundamentais na descoberta e na reducdo do risco de metastases, bem como no
aumento das chances de sobrevivéncia. A maioria dos diagnésticos ocorre em
pessoas acima de 50 anos, sendo que 12% dos casos séo registrados em individuos
mais jovens. O risco de desenvolver cancer colorretal ao longo da vida € estimado em
cerca de 1 em 23 (4,3%) para homens e 1 em 25 (4,0%) para mulheres. Projecdes
indicam que, até 2040, as mortes relacionadas a essa doenca podem ultrapassar 1,6
milh&o por ano, com mais de 3,2 milhées de novos casos anuais (SIEGEL et al., 2022).
Desta forma, a mudanca de estilo de vida € primordial para reduzir o risco de CCR em
toda a populacédo, destacando-se o acometimento precoce da doenca em pessoas
cada vez mais jovens.

Em geral, o tratamento do cancer combina abordagens farmacolégicas e néao
farmacoldgicas, definidas com base em diversos fatores, como o tipo e as
caracteristicas do tumor, sua localizacéo, o histérico de tratamentos ja realizados e o
estado geral de saude do paciente (NICULESCU; GRUMEZESCU, 2022). As opc¢des
mais utilizadas incluem terapias locais, como a cirurgia e a radioterapia, além de
terapias sistémicas, como a quimioterapia, terapias-alvo e a imunoterapia (WANG et
al., 2023).

O tratamento cirargico do cancer colorretal inclui uma ampla gama de
procedimentos e técnicas personalizadas, levando em consideracéo as caracteristicas

individuais de cada paciente, o estagio da doenca e a localizacdo do tumor. Em fases
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iniciais, quando o cancer esta limitado a mucosa ou submucosa do intestino, podem
ser realizadas cirurgias menos invasivas, com abordagens laparoscopicas, roboticas
e endoscopicas. Essas abordagens visam remover o tumor sem a necessidade de
grandes incisées abdominais, proporcionando uma recuperacdo mais rapida,
reduzindo a morbidade poOs-operatoria, além de fornecer uma maior seguranca e
reducdo de custos em comparacdo com a cirurgia convencional (MITSALA et al.,
2021; SHAH; ITZKOWITZ, 2022). Nos casos mais avancados, em que o tumor ja
atingiu camadas mais profundas da parede intestinal ou se espalhou para os
linfonodos regionais, sdo necessarios procedimentos cirdrgicos mais abrangentes. A
resseccao segmentar do intestino, por exemplo, que consiste na remocéao da parte do
intestino afetada juntamente com uma margem de tecido saudavel, € amplamente
utilizada. Dependendo da extensdo da doenca e da necessidade de preservar a
funcao intestinal, essa cirurgia pode incluir a realizacdo de uma anastomose para
reconectar as partes saudaveis do intestino, ou a criacdo de uma colostomia ou
ileostomia, temporaria ou permanente (MITSALA et al., 2021; SANTOS et al., 2024).

A radioterapia utiliza radiacéo de alta energia, como raios-X e raios gama, para
destruir as células tumorais. Esse método atua causando danos severos ao DNA das
células cancerigenas, seja diretamente, ao atingir o material genético, ou
indiretamente, por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
provocam danos irreparaveis no DNA, levando a morte celular (GONG et al., 2021). A
radioterapia é empregada no tratamento de pacientes com cancer retal localmente
avancado, podendo ser utilizada como terapia adjuvante apds a cirurgia para evitar
recidivas, ou antes do procedimento cirdrgico para reduzir o tamanho do tumor e/ou
preservar a funcao do esfincter anal. Além disso, esta abordagem também é indicada
como cuidado paliativo, visando aliviar os sintomas e aumentar o tempo de sobrevida
em pacientes com cancer colorretal irressecavel, que apresentam lesées
sintomaticas. Embora contribua para aumentar a taxa de sobrevivéncia em pacientes
com céancer colorretal, a radioterapia ainda enfrenta limitagbes que podem
comprometer sua eficacia (ABEDIZADEH et al., 2024; KRASTEVA; GEORGIEVA,
2022).

Por outro lado, o tratamento sisttmico do CCR desempenha um papel
essencial, especialmente em estagios avancados da doenca, quando a cirurgia ja nao
é suficiente para eliminar completamente o tumor. A quimioterapia € principal método

utilizado nesta abordagem, que atua destruindo células tumorais ao interferir em sua
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capacidade de proliferacdo e divisdo celular. Entre as principais classes de
guimioterapicos empregados estao: (I) os agentes alquilantes, como a ciclofosfamida,
gue agem formando ligagcdes cruzadas no DNA, comprometendo sua funcionalidade;
() os antimetabdlitos, como o 5-fluorouracil (5-FU), que interferem na sintese do DNA
ao inibir a enzima timidilato sintase; e (Ill) os derivados de produtos naturais, como 0s
alcaloides da vinca e os taxanos, que afetam a dinamica dos microtubulos,
bloqueando a divisao celular e promovendo a apoptose (BAILLY; THURU; QUESNEL,
2020).

Atualmente, o tratamento quimioterapico do cancer colorretal envolve tanto o
uso de agentes isolados, como a 5-fluorouracil (5-FU), quanto combinacfes de
multiplos farmacos, incluindo oxaliplatina (OX), irinotecano (IRI) e capecitabina (CAP)
(HOSSAIN et al., 2022; SHIN; GIANCOTTI; RUSTGI, 2023). A quimioterapia enfrenta
diversas limitacdes importantes, dentre esses obstaculos destacam-se a toxicidade
sistémica, taxas de resposta insatisfatorias, resisténcia inata e adquirida variavel, além
da baixa seletividade pelas células tumorais, 0 que pode gerar efeitos colaterais
consideraveis, como nauseas, vomitos, fadiga, perda de cabelo e mielossupresséao,
fatores que em conjunto limitam a qualidade de vida dos pacientes (ISLAM et al., 2022;
LEOWATTANA; LEOWATTANA; LEOWATTANA, 2023; SHIN; GIANCOTTI; RUSTGI,
2023).

Além da quimioterapia, as terapias direcionadas tém ganhado destaque no
tratamento do CCR, principalmente no estagio metastatico. Essas abordagens séo
projetadas para destruir de maneira precisa e especifica as células tumorais,
reduzindo os danos as células sadias. Além disso, mutacdes como KRAS, NRAS e
BRAF influenciam diretamente na escolha terapéutica e no prognéstico, destacando
a importancia da avaliacdo molecular prévia para garantir uma abordagem
personalizada do tratamento (CIARDIELLO et al., 2022; SHIN; GIANCOTTI; RUSTGI,
2023). Neste contexto, os representantes da classe incluem, os inibidores de EGFR
(receptor do fator de crescimento epidérmico), como cetuximabe e panitumumabe,
utilizados em pacientes com tumores que expressam esse receptor; e os inibidores
de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), como bevacizumabe, aplicados
para bloquear a formacéo de novos vasos sanguineos que sustentam o crescimento
tumoral (ISLAM et al., 2022; LEOWATTANA; LEOWATTANA; LEOWATTANA, 2023;
SHIN; GIANCOTTI; RUSTGI, 2023). Ainda, o mais recente avanco esta no

ipilimumabe, um anticorpo que atua contra a proteina PD-1 (proteina de morte celular
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programada), que tem mostrado ser capaz de promover um aumento significativo na
sobrevida global de pacientes com cancer colorretal (CCR), representando uma opc¢éo
promissora no tratamento da doenca (ABEDIZADEH et al., 2024).

Outra abordagem moderna direcionada inclui a imunoterapia, uma estratégia
que estimula o sistema imunolégico do paciente a identificar e combater as células
tumorais especificas do microambiente. Inibidores de checkpoint imunologico, como
pembrolizumabe e nivolumabe, tém demonstrado eficacia em pacientes com cancer
colorretal metastatico e tumores com alta expressdo de PD-L1 (ISLAM et al., 2022;
SHIN; GIANCOTTI; RUSTGI, 2023).

Apesar dos avangos no tratamento, o manejo do cancer colorretal pode ser
desafiador devido aos efeitos colaterais e a necessidade de uma abordagem
individualizada para cada paciente. Portanto, estudos estdo sendo conduzidos para
investigar o efeito de produtos sintéticos no tratamento do CCR, além de compreender
0S mecanismos antitumorais relacionados a diferentes processos celulares, como
estado redox (TAKAC et al., 2020), apoptose (WANG, 2020) e as vias de sinalizacéo
celulares, como aquelas que envolvem as Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos
(MAPKSs) (PASHIRZAD et al., 2021), o Fator Nuclear kappa B (NF-kB) (SOLEIMANI et
al., 2020), a Proteina Cinase B (PKB/AKT) (ZHONG et al., 2023) e as Proteinas da
familia BCL-2 (BCL-2) (QIAN et al., 2022).

2.3 Apoptose

A apoptose é um tipo de morte celular programada altamente regulada,
constituindo um mecanismo inato em organismos multicelulares (XU; LAI; HUA, 2019)
que participa de processos fisioldgicos cruciais para a manutencdo da homeostase,
tais como a diferenciacao celular, eliminacéo de células indesejadas, regulacdo do
crescimento e do desenvolvimento celular (NAGATA, 2018). A desregulagdo no
processo de apoptose estd diretamente associada ao desenvolvimento de varias
doencas, incluindo disturbios neuroldgicos, doencas bacterianas e virais, doencas
cardiovasculares, doencas autoimunes e o cancer (XU; LAI; HUA, 2019; YU et al.,
2019).

A apoptose envolve duas principais vias de sinalizagdo, denominadas via
intrinseca e extrinseca, que sao orquestradas por proteases de cisteina chamadas de
caspases (BALAJI et al., 2021; KUROWSKA; MLYCZYNSKA,; RAK, 2019) (Figura 3).
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Ambas as vias culminam para a ativacado de caspases efetoras, responsaveis pela
execucdo do processo de apoptose (MAJTNEROVA; ROUSAR, 2018; PISTRITTO et
al., 2016), que promove alteragbes morfoldgicas e bioquimicas, tais como o
encolhimento celular, a formacdo de prolongamentos na membrana (blebs),
fragmentacdo do DNA, condensacdo de cromatina, despolarizacdo da membrana
mitocondrial, externalizacdo da fosfatidilserina e formacédo dos corpos apoptoéticos
(JAN; CHAUDHRY, 2019; XU; LAI; HUA, 2019). Esse processo depende da
integracdo e equilibrio entre as proteinas pr6-apoptéticas e antiapoptoticas, que
controlam a ativacdo das caspases e determinam se a célula sofre apoptose
(GILMORE; KING, 2019).

A via intrinseca, também chamada de via mitocondrial, € ativada por estimulos
extra e intracelulares, ndo mediada por receptores, como o estresse oxidativo, a
irradiacdo, danos ao DNA, privacdo de fatores de crescimento ou tratamento com
substancias citotoxicas, que levam a ativacdo de membros de proteinas com dominio
BH3 da familia de proteinas do linfoma de células B2 (BCL-2). As proteinas pro-
apoptoéticas dessa familia (Bax/Bak) sao ativadas e translocadas do citoplasma para
a mitocondria, inserindo-se na membrana externa da mitocondria e induzindo a
formacdo de poros, que medeiam a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP) (GIACOMELLO et al.,, 2020; KALKAVAN; GREEN, 2018). O
processo de MOMP favorece a liberacéo de fatores apoptogénicos como o citocromo
C, que associa-se com o fator 1 de ativacao de protease apoptética (APAF1) e a pro-
caspase 9, formando o apoptossoma. Em seguida, a pro-caspase 9 sofre
autoclivagem, o que da origem a sua forma ativa, a caspase 9, que ira clivar as pro-
caspases 3, 6 e 7, convertendo-as as caspases efetoras 3, 6 e 7, que desencadeiam
0 processo apoptoético (BOOTH; ROBERTS; DENT, 2020; HINZ; LAGARES, 2020).

A regulacdo da via mitocondrial envolve membros da familia BCL-2, que séo
divididos em proteinas pré-apoptéticas e antiapoptoticas, fundamentais no controle da
apoptose. A ativacao da via intrinseca envolve as proteinas pro-apoptoticas (Bim, Bid,
Bad, Bmf, Bak, Bax, Puma e Noxa, por exemplo), que sédo sensiveis a0 mecanismo
de estresse celular e estimulam o processo apoptético (WHITAKER; PLACZEK,
2019). Por outro lado, os membros antiapoptoticos (Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bcl-w e A1,
por exemplo) s@o proteinas pro-sobrevivéncia que controlam a permeabilizacdo da

membrana mitocondrial externa, inibindo a formacédo de poros, consequentemente
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nao possibilitando a liberacdo do citocromo c e, portanto, promovendo a inibicdo da
apoptose (HINZ; LAGARES, 2020; SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019).

A via extrinseca € mediada por receptores de morte transmembranares,
pertencentes a superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF) (XU; LAI,
HUA, 2019), que sédo ativados por ligantes extracelulares que interagem com seus
receptores de superficie especificos, como o ligante Fas (CD95), a familia de ligantes
do fator de necrose tumoral - TNF (TNFR1) e o ligante indutor de apoptose (TRAILR).
A sinalizacdo desencadeada pelo receptor € transmitida via dominio de morte
associado a FAS (FADD), que promove a sua ligacdo com a caspase 8 (iniciadora),
formando um complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC). O complexo ativado
promove a clivagem e ativacdo das caspases 3 e 7, que sao designadas de caspases
efetoras, responsaveis pela efetivacdo do processo apoptotico (BOOTH; ROBERTS;
DENT, 2020; SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019).

Ainda, o crostalk entre as vias apoptéticas extrinseca e intrinseca envolve a
caspase-8, que pode atuar diretamente sobre o substrato BID (CARNEIRO; EL-
DEIRY, 2020), agonista de morte do dominio de interagdo BH3, e converter a proteina
em BID truncado (tBID) (GALLUZZI et al., 2018). O tBID ativa BAK e BAX, que séo
ativadas e transcoladas para a membrana mitocondrial externa, produzindo MOMP e
a ativacao da via apoptotica intrinseca (BALAJI et al., 2021; GALLUZZI et al., 2018).
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Figura 3. Vias da apoptose
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Legenda: A apoptose € controlada por duas vias distintas, porém conectadas. A via intrinseca é
desencadeada por estimulos de morte intracelulares, como danos no DNA, radiacdo, privacdo de
nutrientes, estresse oxidativo ou ativacao de oncogenes, que induzem a apoptose, promovendo a
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (PMEM) e a liberagdo do citocromo c (cit. C),
responsavel pela ativacdo da caspase -9. Esta por sua vez cliva e ativa a caspase-3 e a caspase-7,
que executam a apoptose. A via extrinseca € iniciada por ligantes extracelulares, como o ligante FAS
(FASL), TNF ou TRAIL, que se ligam aos receptores de superficie celular FASR, TNFR TRAILR,
respectivamente. A sinalizagdo é transmitida via dominio de morte associado a FAS (FADD), que
aciona a ativacéo da caspase-8 ou caspase-10, iniciando a apoptose por meio da clivagem e ativacao
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da caspase-3 ou caspase-7. BH3, homologia com BCL-2 dominio 3;.BID, BCL-2, linfoma de células B
2; MCL1, leucemia de células mieloides 1; XIAP, inibidor da proteina de apoptose; APAF1, fator-1 de
ativagdo de protease apoptotica.

Fonte: Adaptado de BALAJI et al., 2021.

A apoptose pode ser interrompida por inibidores de proteinas de apoptose
(IAPs), como o Xiap, que podem regular negativamente as caspases, alterar a
progresséo do ciclo celular e modular a transducdo de sinal mediada por receptor
(Figura 3). As atividades das IAPs, podem ser suprimidas por proteinas mitocondriais
produzidas endogenamente e liberadas para o citosol durante a apoptose, como as
Smac/DIABLO, que atuam bloqueando os sitios de ligacdo das caspases aos IAPs,
consequentemente estimulando a ativacdo de caspases e da apoptose (HINZ;
LAGARES, 2020; PISTRITTO et al., 2016; QIN et al., 2016).

A apoptose é considerada uma importante estratégia terapéutica no tratamento
de vérios tipos de canceres, pois constitui um dos principais mecanismos de morte
induzidos por agentes com potencial anticancer, os quais atuam promovendo
alteracdes no DNA capazes de ativar moléculas pré-apoptoticas e desencadeara
morte das células (CUI et al., 2018; PISTRITTO et al., 2016; REN et al., 2017; SUN
et al., 2018).

Neste contexto, as proteinas antiapoptéticas BCL-2 (BCL-XL, BCL-W e BCL-2)
com dominio BH3 exercem uma fungdo importante no processo de promocado e
sobrevivéncia celular em multiplos tipos de neoplasias linfoides (BOSE; GANDHI;
KONOPLEVA, 2017). Essas moléculas sdo alvos farmacolégicos amplamente
estudados em pesquisas clinicas e pré-clinicas, levando ao desenvolvimento de
inibidores altamente seletivos, denominados de verdadeiros compostos BH3-
mimeticos (ASHKENAZI et al., 2017).

O primeiro inibidor BH3-mimetico BCL-2, denominado ABT-737, apresentou
afinidade para o sitio de ligacdo de BH3 de BCL-2, BCLXL e BCLW, e foi capaz de
induzir apoptose em diferentes linhagens de células tumorais hematologicas. Para o
uso oral na clinica, o ABT-737 foi transformado em ABT-263 ou navitoclax,
aumentando sua biodisponibilidade, no entanto o0 composto induziu trombocitopenia e
consequente apoptose plaquetaria. Sendo assim, as limitagbes decorrentes da
toxicidade do ABT-236 levaram a uma nova modificacdo para torna-lo especifico,
dando origem ao ABT-199 ou venetoclax (GUPTA et al., 2021). O venetoclax liga-se

aos seus alvos e promove apoptose por meio da ativagdo das proteinas pro-
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apoptoticas BAX/BAK e da liberacdo do citocromo ¢, componentes chaves envolvidos
na via mitocondrial. Esse inibidor pode ser associado a outros farmacos, como por
exemplo, dexametasona, bortezomibe e melfalano, sendo capazes de promover um
sinergismo e induzir a morte celular (GUPTA et al., 2021; MATULIS et al., 2016).

Estudos pré-clinicos mostram o desenvolvimento de outros inibidores seletivos,
como os inibidores MCL-1 (S64315 (MIK665), AZD5991, AMG176, AMG379,
ABBV467) e inibidores BCL-XL (A-1155463 e A-1331852), que atuam de forma
semelhante ao venetoclax no tratamento do mieloma mdultiplo (MM) (GUPTA et al.,
2021), da leucemia mieloide aguda (LMA) (ROBERTS; WEI;, HUANG, 2021) e
leucemia linfocitica crénica (LLC) (SAMRA et al., 2020). Entretanto, a literatura relata
que alguns mecanismos de acado dos inibidores da familia BCL-2 podem desencadear
resisténcia as células tumorais, por aumentar a expressdo de outras proteinas
antiapoptoticas ou alterar o sequenciamento do gene BCL-2 (ROBERTS; WEI;
HUANG, 2021).

Além destas moléculas altamente seletivas, os farmacos quimioterapicos
convencionais sdo amplamente utilizados na clinica e podem ser classificados de
acordo com os diferentes mecanismos de acdo em: 1) agentes alquilantes, como
ciclofosfamida, promovem danos ao DNA; 2) agentes antimetabdlitos, como
metrotexato, atuam no bloqueio da sintese do DNA na fase S (ALIMBETOV et al.,
2018; ANSARIZADEH; SINGH; RICHARDS, 2017), e 3) produtos naturais, como
alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina), taxanos (paclitaxel e docetaxel) e
antibioticos (daunorrubicina e doxorrubicina), promovem a ativacdo de vias de
sinalizacao que induzem parada do ciclo celular e apoptose (TRENDOWSKI, 2015).

No entanto, a exemplo dos inibidores miméticos BH3, o0s agentes
quimioterapicos convencionais ainda apresentam alta toxicidade associada a sua
baixa seletividade em células tumorais, o que influencia na aquisicdo de resisténcia
associada ao tratamento (DICKENS; AHMED, 2018). Sendo assim, faz-se necessario
aprofundar os estudos que conduzam ao desenvolvimento de farmacos mais eficazes,
com baixa toxicidade, bem como reduzido potencial de resisténcia tumoral, com o

objetivo de buscar alternativas terapéuticas aos farmacos usuais.
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2.4 A sinalizacéo das proteinas BCL-2 e 0 cancer

Como mencionado anteriormente, durante a apoptose diversas proteinas
desempenham papéis fundamentais, atuando como reguladores centrais deste
processo, a exemplo dos membros pertencentes a familia BCL-2 (KALONI et al.,
2023).

As proteinas da familia BCL-2 foram identificadas e organizadas em trés
subgrupos com base nos dominios estruturais de aminoacidos e em suas principais
funcdes, podendo ser divididas em: |) proteinas pré-apoptéticas somente BH3 (como
exemplo BIM, BID, PUMA, BMF, NOXA, BIK, BAD e HRK) (ROUFAYEL et al., 2022);
II) proteinas pro-sobrevivéncia ou antiapoptoticas (como exemplo, BCL-2, BCL-XL,
BCL-W, MCL-1 e A1/BFL-1) (LI et al., 2020); Ill) proteinas efetoras da apoptose (BAX,
BAK e BOK) (FLORES-ROMERO et al.,, 2022). A interacdo dinamica entre o0s
membros desses subgrupos é o fator determinante para decidir se uma célula seguira
o0 caminho da apoptose ou permanecera viavel (QIAN et al., 2022).

Neste contexto, em células sadias as proteinas BCL-2 antiapoptéticas inibem
os efetores da apoptose BAX e BAK, garantindo a manutencao da homeostase celular
(KALONI et al., 2023). Diversos estimulos estressores, como a auséncia de fatores de
crescimento, privacdo de nutrientes, estresse oxidativo, radiagdo ultravioleta e
exposicdo a medicamentos citotoxicos, por exemplo, podem atuar como agentes
indutores que promovem o0 aumento nos niveis de proteinas pré-apoptoéticas somente
BH3 por meio de mecanismos regulatérios transcricionais e/ou pos-transcricionais
(BRUMATTI et al., 2023). Essas proteinas possuem alta afinidade para se ligar as
proteinas antiapoptéticas BCL-2, resultando na liberacdo de BAX e BAK (HUANG et
al., 2019). Ainda, algumas proteinas somente BH3, como PUMA, BIM e tBID (forma
ativada de BID) sao capazes de se ligar e ativar diretamente BAX e BAK. Apés serem
ativados, BAX e BAK formam oligbmeros que geram poros ha membrana externa da
mitocondria, promovendo a sua permeabilizacdo em um processo conhecido como
MOMP (DADSENA; JENNER; GARCIA-SAEZ, 2021). Este permite a liberacéo de
fatores pré-apoptéticos das mitocondrias, como o citocromo ¢ e SMAC/DIABLO
(ativador de caspase derivado da mitocondria) (COSENTINO; GARCIA-SAEZ, 2017;
ROBERTS; WEI; HUANG, 2021; UREN; IYER; KLUCK, 2017). No citoplasma, o
citocromo c interage com o fator de ativacao da peptidase apoptotica 1 (APAF1) e a

caspase-9, formando o apoptossomo, que desencadeia a cascata de ativacado das
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caspases. Simultaneamente, o SMAC neutraliza a acdo da proteina inibidora de
apoptose (XIAP), permitindo a ativacdo das caspases efetoras e morte celular
(SHAKERI; KHEIROLLAHI; DAVOODI, 2021) (Figura 4).

Figura 4. Via de sinalizacéo intracelular da familia de proteinas BCL-2 (linfoma/leucemia de células
B-2)
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Legenda: A via intrinseca da apoptose € regulada pela familia de proteinas BCL-2, ativada em resposta
a diferentes tipos de estresse, como danos ao DNA ou ativacdo de oncogenes. Esses estimulos
promovem o aumento dos niveis de proteinas somente BH3 (como PUMA, NOXA, BIM, BID e BAD)
por meio de mecanismos transcricionais e pds-transcricionais. Os genes de PUMA e NOXA séo
ativados diretamente pelo supressor tumoral TP53/TRP53. As proteinas somente BH3 se ligam com
alta afinidade as proteinas pro-sobrevivéncia da familia BCL-2 (como BCL-2, BCL-XL e MCL-1),
liberando as proteinas efetoras pro-apoptéticas BAX e BAK de sua inibicdo. Além disso, algumas
proteinas somente BH3, como PUMA, BIM e t-BID (a forma ativada de BID), podem ativar diretamente
BAX e BAK. Uma vez ativadas, essas proteinas efetoras se oligomerizam, formando poros na
membrana mitocondrial externa. Esse processo resulta na permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP), permitindo a liberac&o do citocromo ¢ do espaco intermembranas para o citoplasma.
No citoplasma, o citocromo ¢ associa-se com o fator de ativacdo da protease apoptética 1 (APAF-1),
formando o apoptossomo, que desencadeia a cascata de caspases, promovendo a apoptose.

Fonte: Adaptado de Kaloni et al., 2023.

Citoplasma

A superexpressao ou ativacdo anormal das proteinas BCL-2 antiapoptoticas,
principalmente BCL-2, MCL-1 e BCL-XL, juntamente com a expresséo reduzida de
membros da familia BCL-2 pré-apoptética, sdo frequentemente expressas em

linfomas e leucemias, sendo diretamente associada a sobrevivéncia e proliferacéo de
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células cancerosas, além de contribuir para a resisténcia a terapias (ZHANG; LU;
ZHAO, 2021). Essa ativacdo desregulada promove impactos na progressao,
metéstase e recorréncia de diversos tipos de canceres (LEE et al., 2017a). Por essa
razdo, os niveis de Bcl-2 e sua atividade tornaram-se indicadores importantes para
avaliar a eficacia de tratamentos clinicos e prever o prognostico (MERINO et al., 2018).

Neste contexto a translocacdo cromossbmica t (14;18) resulta na
superexpressdo desregulada da proteina BCL-2 no linfoma folicular humano (LF)
(OISHI, 2023). Niveis elevados de BCL-2 também foram identificados em diversas
outras malignidades hematoldgicas, como leucemia linfocitica crénica (LLC)
(ALBUQUERQUE et al., 2024) e linfoma difuso de grandes células B (LDGCB)
(MATULIS; BOISE, 2020), além de alguns tumores solidos, incluindo o cancer de
cérebro (HE et al., 2022), mama (LUCANTONI et al., 2021) e pulm&o (ALAM et al.,
2022).

Cerca de 3% dos canceres humanos de diferentes origens apresentam
amplificacdo somética da regido genémica que contém o gene BCL-XL (KALONI et
al., 2023). A literatura relata que niveis elevados de BCL-XL desempenham um papel
essencial na progressdao de gliomas (RAHMAN et al.,, 2020), cancer de mama
(BESSOU et al., 2020), mieloma mudltiplo humano (MM) (PARRONDO; PAULUS;
AILAWADHI, 2022), melanoma (LUCIANO et al., 2021), linfomas especificos (linfomas
ndo-Hodgkin de células B e T) (MORALES-MARTINEZ; VEGA, 2022; SEJIC et al.,
2020) e cancer colorretal (SCHERR et al., 2020). Logo, tumores que apresentam estas
alteracdes constituem alvos para o tratamento com inibidores de BCL-XL,
especialmente quando combinados com inibidores de cinases oncogénicas, podendo
potencializar os efeitos das quimioterapias usuais (BHARTI et al., 2022).

A terapia direcionada para proteinas da familia BCL-2 consiste em reduzir 0s
niveis de BCL-2 ou inibir a sua atividade, aumentando significativamente a
sensibilidade das células tumorais a apoptose (KALONI et al., 2023). Além disso, a
inibicAo especifica desta proteina mostrou ser eficaz na reducdo da resisténcia a
multiplos farmacos (MDR) em células cancerosas, facilitando a interrupgdo do ciclo
celular, ainducdo de senescéncia e a morte celular (JONES et al., 2018; WANG et al.,
2020). Assim, a inativacdo direcionada de BCL-2 se destaca como uma estratégia
terapéutica promissora na terapia do cancer (DIEPSTRATEN et al., 2022).

Com relacao aos tratamentos direcionados ja estabelecidos, a primeira classe

de farmacos desenvolvida foram os miméticos BH3, com base na sequéncia do
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dominio dos membros pro-apoptoticos da familia BCL-2 (SARASWATHY et al., 2023).
Esses compostos tém demonstrado capacidade de se ligar de maneira eficaz e
especifica a proteina BCL-2, inibindo a sua atividade e induzindo a apoptose
independentemente de p53 (DIEPSTRATEN et al., 2024; TOWNSEND et al., 2021).
Dentre eles pode-se mencionar os: (I) compostos que atuam em BCL-2 e BCL-xL,
como exemplo ABT-737, ABT-263, BM-1197 e AZD4320 (CHENG et al., 2021b;
COOLEY et al., 2023; SUN et al., 2020; TAKIMOTO-SHIMOMURA et al., 2019); (I)
compostos que tém como alvo BCL-2, Mcl-1, S1-6 (Inibidor especifico 6) e Nap-1
(Proteina de montagem do nucleossomo 1) (WANG et al.,, 2019); (lll) agentes
especificos para Bcl-2, como exemplo ABT-199, Composto 4 e S55746 (CASARA et
al., 2018; ELHINNAWI et al., 2018; WELLER et al., 2022).

Estudos realizados com o composto ABT-199, demonstraram eficacia
significativa no tratamento de leucemia linfocitica crénica (LLC) (JAIN et al., 2019),
leucemia mieloide aguda (LMA) e linfoma linfocitico de pequenas células (SLL) em
casos refratarios ou de recidivas (KAROL et al., 2020). Além disso, a pesquisa clinica
de fase Ill revelou que o ABT-199 em associagdo com o rituximabe proporciona taxas
superiores de sobrevida livre de progressao (SLP) de 2 anos, em comparacdo com a
combinacdo de bendamustina e rituximabe, para pacientes com LLC recidivada ou
refrataria (SEYMOUR et al., 2018). Adicionalmente, a combinacdo do ABT-199 com a
ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona, foi capaz de promover efeitos
antitumorais significativos contra linfoma ndo-Hodgkin de células B (DE JONG et al.,
2019; ROBAK et al., 2019).

Ainda, os inibidores pan-BCL-2 s&o considerados drogas multi-alvo,
caracterizados por uma estrutura de polipirrol/polifenol aprimorada, com a capacidade
de direcionar e inibir concomitantemente BCL-2 e outras proteinas antiapoptoticas,
como BCL-xL e Mcl-1 (ZHANG; LU; ZHAO, 2021). A exemplo da classe, o AT-101 é
um isébmero de gossipol (polifenol), que demonstrou potencial terapéutico para LLC,
cancer de cabeca e pescoco, além de tumores sdlidos avangados, como cancer de
prostata resistente (ZHANG et al., 2017). Em contraste, a toxicidade induzida pelo
composto tem limitado a sua utilizacdo clinica (SUVARNA; SINGH; MURAHARI,
2019), estimulando a sintese de um novo farmaco, o Apogossypol, que mostrou ter
maior eficacia e menor toxicidade do que o gossipol contra as células de linfoma de
células B e leucemia (IKSEN et al., 2024; ZHANG; LU; ZHAO, 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/head-and-neck-cancer
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Por fim, os produtos naturais também tém demonstrado significativa atividade
antitumoral, associado a baixa citotoxicidade e reduzida resisténcia a mdultiplos
medicamentos, atuando especificamente nas proteinas da familia BCL-2 (GUO et al.,
2022). Como exemplo pode-se citar a: 1) Cerberina, extraida de Cerbera odollam,
regula negativamente BCL-2 e Mcl-1, inibindo a via PI3K/Akt/mTOR e induzindo a
apoptose em células de cancer de mama, pancreas e célon (HOSSAN et al., 2019);
II) Tetrandrina, derivada de Stephania tetrandra, que induz o aumento da expressao
de Bax e subsequente ativacdo das caspases 3 e 8, promovendo a parada do ciclo
celular e a apoptose em células de cancer de célon (LI et al., 2019); e a lll) Saponina
VIl de Paris, derivada de Trillium tschonoskii, que ativa a apoptose em células de
cancer colorretal, por meio da reducdo da expressao de BCL-2 e aumento de Bax
(ZHOU et al., 2019).

O uso desses agentes terapéuticos, representantes das diferentes classes de
drogas BCL-2 especificas, tem demostrado um promissor efeito antitumoral quando
empregados isoladamente ou em combinagdo com a radioterapia e/ou outros
quimioterapicos (ALHOSHANI et al., 2020; LE GOUILL et al., 2021; XU et al., 2023).
Contudo, a familia de proteinas BCL-2 € extensamente expressa em células sadias
do corpo humano, envolvidas no desenvolvimento e na homeostase celular
(CZABOTAR; GARCIA-SAEZ, 2023). Assim, o desenvolvimento de inibidores de Bcl-
2 altamente especificos para as células tumorais e com baixa toxicidade em células
nao tumorais, permanece um desafio, sendo incessante a busca de novas drogas
seletivas (ZHANG; LU; ZHAO, 2021).

2.5 Estresse oxidativo e o cancer

O estresse oxidativo € caracterizado pela geracdo excessiva de moléculas
altamente reativas, como as espécies reativas de oxigénio (EROSs) e espécies reativas
de nitrogénio (ERN), resultando em um desequilibrio que reduz a eficiéncia dos
sistemas antioxidantes celulares (MOLONEY; COTTER, 2018). Esse processo
compromete a sinalizacdo e o controle redox, sendo capaz de promover danos
moleculares em diferentes macromoléculas, como proteinas, lipidios e DNA, a partir
do processo de oxidagdo. O aumento dos niveis das espécies reativas tem sido

associado ao desenvolvimento de diversos tipos de canceres por desencadear uma
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instabilidade genética e sustentar a tumorigénese (HUANG; NAN, 2019; KLIESER et
al., 2019).

Neste contexto, as espécies reativas de oxigénio (EROs) constituem um grupo
de compostos intracelulares que possuem elétrons desemparelhados na camada mais
externa, formado pela reducdo parcial do oxigénio. Entre elas estdo as moléculas
radicais como o anion superoxido e o radical hidroxila, e as moléculas nédo radicais
como o peroxido de hidrogénio, ambos com alta reatividade e instabilidade quimica
(KLIESER et al., 2019; MILKOVIC et al., 2019; MOLONEY; COTTER, 2018).

As EROs celular sdo provenientes de duas fontes distintas: I) enddgenas,
quando produzidas a partir do metabolismo oxidativo de organelas como as
mitocondrias, reticulo endoplasmatico e peroxissomos (SNEZHKINA et al., 2019,
2020); e IlI) exdgenas, quando produzidas em resposta celular a xenobidticos,
bactérias e citocinas, bem como em decorréncia da exposicdo a fatores externos,
como a radiacgao ultravioleta e os poluentes quimicos, por exemplo (CHEN; XIE, 2018;
ZHANG et al., 2016) (Figura 5).

Em concentragcbes fisiolégicas, a producdo e eliminacdo de EROs sao
equilibradas. Niveis baixos e moderados de EROs desempenham papéis benéficos
em diversos processos importantes, como a sinalizacdo celular, a regulacdo da
expressdo génica, a defesa contra microorganismos, a cicatrizacdo de feridas e o
reparo de tecidos (HUANG; NAN, 2019; KIRTONIA; SETHI; GARG, 2020; SRINIVAS
et al., 2019). Contudo, o desequilibrio entre os niveis de oxidantes e antioxidantes,
provocado por alteracbes na homeostase celular, contribui para o desenvolvimento de
diversas patologias, incluindo doencas neurodegenerativas, aterosclerose e cancer
(KLIESER et al., 2019; LIU et al., 2017b; MILKOVIC et al., 2019). Neste sentido, as
células desenvolveram varios sistemas de defesa antioxidantes para combater e
limitar os danos causados pelo aumento nos niveis de EROs. Estes incluem moléculas
nao enzimaticas, como vitaminas C, E e A (BODEGA et al.,, 2019), bem como
componentes enzimaticos, como por exemplo a superoxido dismutase (SOD),
tiorredoxina (Trx), glutationa redudase (GR), glutationa peroxidase (GPXx),
peroxirredoxina (Prx) e catalases, que equilibram e previnem a producdo de EROs
(CHEN; XIE, 2018; SNEZHKINA et al., 2020; YANG; CHEN; SHI, 2019a) (Figura 5).

Apesar disso, os niveis de EROs podem se sobrepor aos mecanismos de
controle antioxidantes das células, resultando em estresse oxidativo e no

desenvolvimento de patologias como o cancer. Neste contexto, as espécies reativas
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de oxigénio desempenham um papel dual nas células tumorais: os baixos niveis de
EROs podem estar associadas a iniciacao e progressao de tumores, enquanto o seu
aumento pode ativar vias de sinalizacdo que sustentam a sobrevivéncia celular, por
ativar oncogenes, inibir genes supressores de tumor, inativar a apoptose, assim como
estimular o aumento da proliferacéo celular, angiogénese e metastase (HUANG; NAN,
2019; KUMARI et al., 2018; MILKOVIC et al., 2019; SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018).
Em contrapartida, alguns agentes quimioterapicos podem induzir o aumento
excessivo dos niveis de ROS intracelulares, promovendo danos teciduais irreversiveis
gue conduzem as células tumorais a morte (KIRTONIA; SETHI; GARG, 2020; YANG,;
CHEN; SHI, 2019a).

No cancer colorretal (CCR), as EROs séo originadas principalmente por células
da mucosa e pelo sistema imunoldgico inato (MOLL et al., 2018). Durante o processo
inflamatorio, células de defesa como leucécitos polimorfonucleares (PMN), neutréfilos
e mondocitos, produzem quantidades excessivas de EROs por meio da fagocitose
(ANDRES et al., 2022). Ademais, a NADPH oxidase 1 (NOX1) apresenta um papel
crucial no CRC, pois é responsavel por produzir altos niveis de EROs, que regulam
processos como proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Embora contribua
para a homeostase intestinal em condices fisiolégicas normais, sua superexpressao
ou desregulacao esta ligada ao desenvolvimento e progressao do tumor (YAMAMOTO
et al., 2018).

A producgéo de EROs mediada pela NOX1 é fundamental para ativar as vias de
sinalizacao Wnt/B-catenina, Notch, das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgeno
(MAPKSs) e do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (PENG et al., 2020a; STEINHART,;
ANGERS, 2018; TACIAK et al., 2018). A desregulacao dessas vias pode levar a uma
aumento significativo da proliferacédo celular, interrupcdo do ciclo celular, alteragbes
na diferenciacdo das células e apoptose (PENG et al., 2020b; PRANTEDA et al., 2020;
TAKATA et al., 2020; ZHU; LI, 2023).

Embora muitos estudos demonstrem que o estresse oxidativo pode promover
a iniciacdo, a promocao e a progressao do cancer, a producao exacerbada de EROs
em células tumorais também pode induzir a apoptose como resposta terapéutica
(YANG; CHEN; SHI, 2019b). Véarios medicamentos induzem o estresse oxidativo
celular, aumentando diretamente os niveis intracelulares de EROs, através da
ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo, como por exemplo a via das MAPKs

(Proteinas Quinase Ativadas por Mitégenos). As Proteinas Cinases Reguladas por
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Sinais Extracelulares 1 e 2 (ERK 1/2), Proteinas Cinase c-Jun N-terminal (JNK) e
Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgeno p38 (DHANASEKARAN; REDDY, 2017,
ZHANG et al., 2019b), pertencentes a esta familia de proteinas, uma vez fosforiladas
e ativas podem atuar sobre moléculas antioxidantes (GSH) e fosfatases (DUSP),
levando a perda da homeostase redox e subsequentemente a apoptose (MOLONEY;
COTTER, 2018; ZHANG et al., 2016).

Drogas antitumorais da classe antraciclina, como a epirrubicina e a
doxorrubicina, atuam inibindo a sintese de DNA e a atividade da topoissomerase I,
resultando no aumento de EROs, danos no DNA e consequente atividade antitumoral
(GARG et al., 2017; MIKULA-PIETRASIK et al., 2019). Além disso, drogas a base de
platina, como a cisplatina, sdo eficazes por induzirem altos niveis de EROs,
promovendo um efeito anticAncer em células HCT-116 (cancer de coélon) e A549
(cancer de pulmao), atuando por meio da reducédo de antioxidantes como GSH e GPX,
bem como pela ativacdo da apoptose (GUO et al., 2018; KIRTONIA; SETHI; GARG,
2020).

Nesse contexto, as terapias anticancer colorretal geralmente adotam duas
estratégias principais: inibir o crescimento das células tumorais e/ou modificar o
microambiente tumoral (KIM et al., 2017; PEDROSA et al., 2019). O aumento das
espécies reativas de oxigénio (EROs) tem sido relacionado a inducdo da morte celular
e a modulacdo do microambiente tumoral, contudo é relatado na literatura que este
mesmo efeito também pode estar associado ao desenvolvimento de resisténcia aos
guimioterapicos, devido a capacidade das células cancerigenas se adaptarem a niveis
elevados de EROs (FIOCCHETTI et al., 2019). Portanto, diante do exposto, esse
cenario tem impulsionado a busca por novos agentes terapéuticos que promovam a
morte das células tumorais por meio do estresse oxidativo, constituindo uma

abordagem promissora no tratamento do CCR.
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Figura 5. A formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e os efeitos das altera¢des de seus niveis
nas células
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Legenda: O esquema ilustra as fontes endégenas (como a cadeia de transporte de elétrons nas
mitocOndrias, oxidases dependentes de NADPH, peroxissomos e reticulo endoplasmético) e exdgenas
(como luz ultravioleta, xenobiéticos, bactérias, citocinas, poluentes quimicos, entre outras)
responsaveis pela geracao de EROs. Para manter o equilibrio redox e o funcionamento celular
adequado, as células possuem sistemas enzimaticos antioxidantes, tais como a glutationa (GSH),
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX), que controlam os niveis
de EROs. A SOD catalisa a converséo de anions superdxido em peréxido de hidrogénio, que pode ser
posteriormente reduzido a 4gua por meio de uma reacao catalisada pela CAT ou pela GPX. A reagdo
envolvendo a GPX requer a oxidagdo da GSH e a formagéo de dissulfeto de glutationa (GSSG), que é
regenerado em GSH pela acao da glutationa redutase. No entanto, a presenca de metais catalisa a
formacao de radicais hidroxila, a partir do peréxido de hidrogénio por meio da reacdo de Fenton. Em
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concentracdes moderadas, as EROs modulam fatores de transcricdo, enzimas e outras proteinas,
ativando vias de sinalizacdo essenciais para a manutencao das fungGes celulares e da salde geral.
Contudo, niveis excessivos destas espécies podem causar danos permanentes a macromoléculas,
contribuindo para o desenvolvimento de doencas. Dependendo de sua concentracdo, as EROs também
influenciam processos celulares como a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose.

Fonte: Adaptado de Milkovic et al., 2019.

2.6 Proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKS)

A super familia de proteinas quinases ativadas por mitbgenos, conhecida como
MAPKs, € composta por um conjunto de serina/treonina cinases envolvidas na
transducéo de sinais fisioldgicos extracelulares (como horménios, citocinas e fatores
de crescimento, por exemplo) em cascatas de sinalizacéo intracelular (LEE; RAUCH,;
KOLCH, 2020a). Por meio da ligacao e fosforilacdo de diferentes alvos proteicos as
MAPKs sdo capazes de modular diferentes vias de sinalizacdo relacionadas a
processos biolégicos cruciais como a proliferacdo celular, diferenciacao,
sobrevivéncia, inflamagéo e apoptose (WEI et al., 2021).

As MAPKs podem ser classificadas em trés subfamilias, denominadas
Proteinas Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK), Proteinas Cinase c-
Jun N-terminal (JNK) e Proteinas Cinases Ativadas por Mitogeno p38(OLIVEIRA et
al., 2019; YUE; LOPEZ, 2020a). As proteinas ERKs s&o ativadas por fatores de
crescimento e/ou mitégenos, promovendo a proliferacdo, crescimento e diferenciacao
celular, enquanto as JNKs e a p38 MAPK respondem a sinais de estresse (extracelular
e intracelular) e/ou citocinas, estando envolvidas na regulacdo dos processos de
apoptose, inflamacéo, ciclo celular e do metabolismo (DONOHOE et al., 2020).

A cascata de sinalizacdo das vias das MAPKs é ativada por meio da fosforilacao
de proteinas quinases em trés etapas distintas e sequenciadas, que incluem uma
MAPK, uma MAPK quinase (MAPKK ou MAP2K) e uma MAPK quinase quinase
(MAPKKK ou MAP3K) (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020a). J4 a inativagcdo de MAPKs
envolve a acdo de fosfatases de tirosina ou fosfatases de especificidade dupla
(DUSPs), que executam a desfosforilagdo de residuos de treonina e/ou tirosina em
resposta a sinais extra ou intracelulares (YUE; LOPEZ, 2020b).

A ERK apresenta duas isoformas classicas, ERK1 e ERK2, ativadas por fatores
de crescimento que se ligam ao receptor tirosina quinase (RTK) na membrana

plasmatica e realizam a dimerizacao e transfosforilacdo do receptor, culminando com
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a ativacdo e recrutamento de proteinas adaptadoras, a exemplo do fator de
crescimento ligado a proteina 2 (GRB2). O fator de troca do nucleotideo de guanina
(SOS) induz a troca do difosfato de guanosina (GDP) ligado por trifosfato de guanosina
(GTP) (GUO, YAN-JUN et al., 2020), ativando a proteina Ras. As proteinas Ras sao
membros de uma superfamilia de pequenas proteinas de ligacao e hidrolise de GTP
(GTPases), que funcionam como comutadores binarios GDP/GTP regulados (SHAH
et al., 2019; SIMANSHU; NISSLEY; MCCORMICK, 2017). Uma vez ativa, adquire a
forma Ras-GTP, que estimula diversas proteinas quinases citoplasméticas, tais como
Raf (MAP3K), MEK (MAP2K) e ERK1/2 (MAPK), as quais sdo translocadas para o
nacleo e fosforilam diversas moléculas alvo, responsaveis pela transcricdo de genes
que promovem a proliferacdo celular (MAIK-RACHLINE; HACOHEN-LEV-RAN;
SEGER, 2019) (Figura 6).

A proteina cinase JNK possui trés principais isoformas: JNK1, JNK2 e JNK3,
codificadas por genes distintos localizados em diferentes cromossomos. Essas
isoformas desempenham um papel importante na regulagéo da expressao génica, que
envolve a ativagdo da proteina c-Jun por meio da fosforilacdo de residuos de serina
na extremidade N-terminal (MAIK-RACHLINE; WORTZEL; SEGER, 2021; WU et al.,
2019). As JNKs, sao predominantemente ativadas em resposta a estimulos de
estresse (YUE; LOPEZ, 2020b), que desencadeiam a ativacdo de MAPKKKSs,
incluindo as Cinases Ativadoras de MAP Cinase 1 a 4 (MEKK1-4) e as Cinases
Reguladoras de Apoptose 1 e 2 (ASK1/2). Essas MAPKKKs ativam as MAPKKs 4 e 7
(MKK4 e MKK7), que, por sua vez, promovem a ativacdo das JNKs por meio da
fosforilacdo de residuos de treonina (Thr) e tirosina (Tyr) (PARK; BAEK, 2022; XU,
HU, 2020).

Uma vez ativadas, as JNKs promovem a fosforilagdo de proteinas Jun (JunB,
JunD e c-Jun), facilitando sua interagdo com proteinas Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 e Fra-
2). Essa interacdo resulta na formacdo do fator de transcricdo AP-1 (Proteina
Ativadora-1), que ativa a transcricdo de genes-alvo (GKOUVERIS; NIKITAKIS, 2017,
HAMMOUDA et al., 2020). Além disso, a ativacdo da JNK regula outros fatores de
transcri¢édo, incluindo o fator de transcricdo ativador 2 (ATF-2), 0 gene supressor
tumoral p53, o transdutor de sinal e ativador de transcricdo (STAT), além de proteinas
associadas a apoptose mitocondrial, como os membros da familia Bcl-2, incluindo Bcl-
2, Bad, Bim e Bax (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020a; XU; HU, 2020).
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As proteinas p38 MAPK séo codificadas por genes distintos e possuem quatro
isoformas: p38a, p38B, p38y e p38d6 (KUDARAVALLI; DEN HOLLANDER; MANI,
2022). Entre elas, a p38a MAPK apresenta ampla expressdo em diversos tipos
celulares, enquanto as demais isoformas séo predominantemente restritas a tecidos
especificos (MARTINEZ-LIMON et al., 2020). Por exemplo, a p388 MAPK é mais
expressa no cérebro, a p38y MAPK é encontrada principalmente nos musculos
esqueléticos, e a p380 MAPK esta presente em érgdos como os rins, pancreas,
intestino delgado e testiculos (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2021).

De forma semelhante a JNK, a via p38 MAPK ¢é ativada principalmente em
resposta a sinais de estresse e estimulos inflamatérios associados a exposicao a
radiacdo UV, situacées hipoxicas e episddios de isquemia (GARCIA-HERNANDEZ et
al., 2021; LEE; RAUCH; KOLCH, 2020b). Essas proteinas possuem um papel dual,
podendo tanto favorecer a sobrevivéncia celular quanto induzir a morte celular,
dependendo dos mecanismos e contextos fisioldgicos ou patolégicos envolvidos
(STEFANI et al., 2021).

Nesse contexto, a ativacdo dessa via tem inicio com a ativacao de proteinas da
familia Rho GTPase, como Rac e Cdc42, que atuam como reguladores upstream da
cascata de sinalizacdo. Essas proteinas ativam as MAPKKKSs, incluindo MEKKS3,
MEKK4, ASK1 (cinase 1 reguladora do sinal de apoptose) e TAK1 (cinase 1 ativada
por TGFB). As MAPKKKSs, por sua vez, ativam as MAPKKs, MKK3 e MKKG6, que
fosforilam os residuos de treonina e tirosina da p38 MAPK, ativando-a (GARCIA-
HERNANDEZ et al., 2021; LIU et al., 2018) (Figura 6). A p38 MAPK ativa pode modular
outras proteinas cinases ou ativar fatores de transcricdo, como o transdutor de sinal e
ativador de transcricdo 1 (STAT1). A regulacao dessa via € mediada por fosfatases,
como DUSP1, DUSP10 e DUSP16 (GAO et al., 2021), sendo que sua desregulacéo
esta associada ao desenvolvimento de véarias doencas, a exemplo do cancer
(KUDARAVALLI; DEN HOLLANDER; MANI, 2022).
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Figura 6. Vias das MAPKs
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Legenda: Organizacao das vias das MAPKs. O nucleo MAPK consiste em trés quinases (MAPKKK,
MAPKK e MAPK), que formam uma cascata de sinalizagdo que transduzem a sinais fisiol6gicos
(hormoénios, citocinas, fatores de crescimento e estresse) capazes de ativar diferentes vias por meio da
ligagdo e fosforilagdo de alvos proteicos envolvidos em diferentes processos bioldgicos.
Fonte: Adaptado de Silva et al., 2016.

As proteinas da familia BCL-2 (pré6 e antiapoptéticas) sao ativadas ou
inativadas em resposta ao controle da sinalizacao das vias de JNK e/ou p38 MAPK,
em nivel transcricional e/ou pés-transcricional (GREEN; LLAMBI, 2015). Assim, a
regulacdo de diferentes fatores de transcricdo podem promover o aumento de
proteinas pré- apoptoticas, bem como a reducdo da expressdo de proteinas
antiapoptoticas. O fator de transcricdo AP-1 (proteina ativadora 1), representado pelos
membros Jun e Fos, estdo sob o controle das cascatas de JNK e p38 por exemplo,
em que c-Jun pode ser fosforilado e ativado por JNK e/ou p38, resultando na
autorregulacdo da sua expresséo (feedback positivo). A ativacdo de AP-1 tem um
papel dual (pré ou anti-apoptotico), promovendo respostas a varios processos
celulares, como proliferagéo, diferenciacdo, sobrevivéncia e apoptose (SOARES-
SILVA et al., 2016).

Semelhante ao AP-1, proteina supressora de tumor p53 pode ser regulada em
condicOes de estresse por meio da fosforilacdo dependente de JNK e, uma vez ativada

pode desencadear a morte celular por apoptose (CHO et al., 2020). Ainda, as
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MAPKs JNK e p38 podem atuar diretamente nas vias apoptoticas extrinseca e
intrinseca (Figuras 7 e 8). Na via extrinseca (Figura 7), induzem a ativacado da
caspase-8, que cliva a proteina Bid pro-apoptética em sua forma truncada C-terminal
(tBid), que por sua vez induz a liberacdo do citocromo ¢ na mitocondria, responsavel
por ativar a caspase 9 e sequencialmente as caspases efetoras 3, 6 e 7, promovendo
a apoptose. A ubiquitina proteina ligase E3 (iTCH) € um importante alvo de JNK, pois
uma vez fosforilada promove a degradacdo do inibidor de caspase-8, o c-FLIP
(proteina inibitéria celular FLICE), levando a ativacdo da caspase-8 e de Bid, e

consequentemente & morte celular programada (Figura 9) (YUE; LOPEZ, 2020a).

Figura 7. Cascata de sinalizac@o das proteinas Cinases c-Jun N-terminal (JNK) na via extrinseca da
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Legenda: JNK, ativada por receptores de morte, desempenha um papel central na inducdo da via
extrinseca da apoptose ao estimular a expressédo de receptores de morte, ligantes e proteinas pré-
apoptoticas, bem como por meio da fosforilacao direta da proteina Bid. A fosforilagéo de Bid resulta em
sua clivagem, gerando a forma truncada jBid, que se transloca para as mitocéndrias. Nas mitocéndrias,
tanto o Bid fosforilado em sua forma completa quanto o jBid promovem a liberagéo das proteinas Smac
e Omi (proteina regulada por oxigénio com atividade inibidora mitocondrial). Essas proteinas
antagonizam a acéo do XIAP, permitindo a ativacdo das caspases executoras 3 e 7, culminando no
processo apoptotico.

Fonte: Adaptado de Dhanasekaran et al., 2017.
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Ja na via intrinseca (Figura 8), a fosforilacdo da proteina 14-3-3 (proteina
citoplasmatica) mediada por JNK induz a ativacdo de proteinas pré-apoptéticas como
Bax e Bad, bem como JNK pode atuar sobre Bim e Bmf (proteinas apenas BH3), que
interagem diretamente com a Bax e Bak, tanto potencializando a acdo dessas
proteinas, quanto neutralizando as proteinas antiapoptéticas (BCL-2)
(DHANASEKARAN; REDDY, 2017).

Figura 8. Cascata de sinalizagéo das proteinas Cinases c-Jun N-terminal (JNK) na via intrinseca da
apoptose
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Legenda: JNK promove a apoptose pela via intrinseca por diferentes mecanismos. Ela ativa a
expressdo de genes pro-apoptéticos por meio de fatores de transcricdo como o c-Jun e, fosforila
proteinas como Bim e Bmf, reduzindo a atividade antiapoptética de BCL-2. Além disso, a JNK fosforila
Bad e Bax, o que promove sua liberacdo dos complexos sequestrantes mediados por 14-3-3, facilitando
a liberacdo do citocromo C da mitocéndria. Este, em combinagdo com o Apaf-1 e a caspase-9 formam
0 apoptossomo, complexo que ativa caspases executoras como as caspase-3 e -7, resultando na
apoptose.

Fonte: Adaptado de Dhanasekaran et al., 2017.
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Além disso, JNK e p38 podem fosforilar diretamente Bcl-2 e Mcl-1 (leucemia de
células mieloides 1) inibindo a sua acdo antiapoptotica (Figura 9) (AGHAZADEH;
PAPADOPOULOS, 2016; WENG et al., 2016).

Figura 9. Substratos das proteinas Cinases c-Jun N-terminal (JNK) que regulam a via apoptoética
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Legenda: JNK pode ter efeitos pro-apoptoticos através da fosforilagdo direta de membros da familia
BCL-2 (linfoma de células B2). A fosforilagdo de Bax (proteina X associada a BCL-2) ativara a atividade
pro-apoptética de BCL-2, enquanto a fosforilagdo de BCL-2 e Mcl-1 (leucemia de células mieloides 1)
suprimira sua funcdo antiapoptotica. De fato, a fosforilagdo direta e a ativacdo de Bad (BCL-2-
antagonista da morte celular), Bim (Proteina semelhante a BCL-2) ou Bmf (Fator modificador de BCL-
2) inibirdo o efeito antiapoptético de BCL-2. Além disso, JNK fosforila a proteina 14-3-3, que induz a
liberacdo das proteinas pré-apoptéticas Bax e Bad. JNK fosforila a iTCH, que por sua vez promove a
degradacéo do inibidor de caspase-8, o c-FLIP (proteina inibitéria celular FLICE), promovendo assim a
ativacdo de caspase-8, que cliva a proteina BID, originando o fragmento BID truncado (tBID),
(tBid). Todas essas modificagdes nos membros da familia BCL-2 induzem a liberacédo do citocromo ¢
da mitocdndria e a subsequente ativagcdo da caspase. Simbolos usados: ativagdo (—), inibigdo (—¢).
Fonte: Adaptado de Yue et al., 2020.

Apesar de JNK e p38 estarem envolvidos majoritariamente em processos pro-
apoptoticos, eles podem também promover mecanismos antiapoptoticos. Por
exemplo, a acdo de JNK retarda a ativagdo da caspase-9 transitoriamente por meio
da interagéo direta de JNK com a Apaf-1 e o citocromo c, impedindo a formagéo do

complexo apoptossoma, que permeia a ativacdo das caspases efetoras da apoptose
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(HOLLVILLE; ROMERO; DESHMUKH, 2019; YUE; LOPEZ, 2020a). A sinalizag&o de
crosstalk entre JNK e p38 MAPK em respostas ao estresse envolve reguladores a
montante, que respondem a diferentes estimulos ativando simultaneamente ambas
as vias. Todavia, ha indicativos sugerindo que a via p38 MAPK pode regular
negativamente a atividade de JNK em varios contextos, dependendo do tipo celular e
do estimulo, sendo assim a ativacdo ou a inibicdo das vias de MAPKs controlam o
destino celular, uma vez que a célula pode ser direcionada para a morte ou
sobrevivéncia (YUE; LOPEZ, 2020a).

A sinalizacdo de ERK, outro membro da familia MAPK, envolve a ativacéo e
translocacdo de ERK1/2 para o nucleo, exercendo as suas funcdes por meio da
fosforilacdo de proteinas alvo citoplasméaticas ou através da regulacao da atividade de
outras proteinas quinases que regulam o crescimento, desenvolvimento e divisdo
celular (YANG; LIU, 2017). A ativacdo de ERK1/2 esta predominantemente associada
a acOes antiapoptéticas, pela regulacdo negativa de proteinas pro-apoptéticas e
regulacdo positiva de proteinas antiapoptéticas, por meio de mecanismos
transcricionais e pés-traducionais. Entretanto, existem estudos que demonstram que
a sinalizacdo de ERK1/2 também apresenta um papel dual no cancer, podendo ser
pro-apoptotica (YUE; LOPEZ, 2020a).

A via de sinalizacdo de ERK (Figura 10) pode ser estimulada por diferentes
fatores, como citocinas, virus, ligantes de receptores acoplados a proteina G e
oncogenes. A cascata ERK ativa a transcricdo de moléculas proliferativas, mediada
por estimulos de fatores de transcricdo da familia FOS, Jun e Myc (GUO, YAN-JUN
et al.,, 2020). Esses fatores ativados de forma continua promovem a proliferacdo
celular exacerbada, levando a alteracdes no ciclo celular, a angiogénese e a
sobrevivéncia de células cancerigenas. A ocorréncia de alteracées na cascata MAPK
constitui um fator oncogénico presente em alguns canceres humanos, sendo que a
ativacao persistente de qualquer proteina que funcione como efetor a jusante de
ERK1/2 culmina em sua ativagcdo constitutiva, levando a tumorigénese (SUGIURA,;
SATOH; TAKASAKI, 2021).

A atividade de ERK pode estar envolvida nos mecanismos de apoptose
induzida por farmacos quimioterapicos que promovem danos ao DNA, como por
exemplo, a cisplatina, o etoposideo e a doxorrubicina (LEE et al., 2016). A proteina
ERK ativa pode desencadear a ativacdo da via apoptoética intrinseca mediante a

liberacdo do citocromo ¢ da mitocéndria, responsavel pela ativacdo da caspase-9, ou
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atuar sobre a via apoptotica extrinseca, envolvendo a ativacdo da caspase-8
iniciadora (SATOH et al., 2020; SUGIURA; SATOH; TAKASAKI, 2021). Além disso,
0s mecanismos moleculares pelos quais ERK medeia a apoptose podem estar
envolvidos com o aumento de EROs. Os estimulos ou compostos capazes de induzir
a apoptose via ERK mimetizam a acdo de EROs nas células, assim o peréxido de
hidrogénio (H202), os doadores de 6xido nitrico ou farmacos que induzem danos ao
DNA (por exemplo etoposideo e doxorrubicina), podem desencadear a apoptose em
células tumorais (KUMARI et al., 2017; LEE et al., 2016). As EROs também podem
estimular a sinalizacdo de ERK ativando-a ou inibindo as fosfatases de MAPK, como
a DUSPs, o que resulta na ativacdo sustentada de ERK pela auséncia de respostas
de feedback negativo promovida por DUSPs, e consequentemente a ativacdo de
mecanismos direcionados a apoptose (KANDA et al., 2021) (Figura 10).

Figura 10. Cascata de sinalizagdo das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais Extracelulares (ERK)
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Legenda: A ativacdo de ERK1/2 no citoplasma pode ser induzida por estimulos como a exposi¢édo a EROs,
que reduzem a expressdo de DUSP6/7. Uma vez ativado, ERK1/2 promove a apoptose mitocondrial ou
migra para o nucleo pelo complexo do poro nuclear (NPC). Além disso, a diminuicdo na expressdo de
DUSP1/5, também induzida por estimulos como EROs, contribui para a ativagdo de ERK1/2 no nucleo.
Assim, a reducao das DUSPs, tanto no citoplasma quanto no nucleo, resulta na acumulacdo de ERK1/2
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ativado no nucleo. Quando a ativacdo de ERK1/2 é sustentada acima de um nivel critico, alvos pro6-
apoptoticos especificos séo ativados, desencadeando o processo de apoptose.
Fonte: Adaptado de Sugiura et al., 2021.

Em relacdo aos aspectos oncogénicos associados ao desenvolvimento do
cancer e a terapia, sabe-se que a sinalizacdo constitutiva das vias das MAPKs
promove alteragbes genéticas e consequentemente mutacdes nos seus
efetores/ativadores, responsaveis por mais de 40% dos casos de cancer. A via
Ras/RAF/MEK/ERK, por exemplo, apresenta multiplas mutacdes em RTKs, Ras e Raf,
sendo a proteina RAS o principal alvo, presente em 1/3 dos tipos de cancer, como
pancreas, coldn, tireoide e pulméo. As muta¢gdes oncogénicas em Ras induzem uma
codificacdo diferente nas proteinas, que impossibilita a sua inativacéo pelas proteinas
ativadoras de GTPase (GAPs), favorecendo o status ligado ao GTP, ou seja, uma
ativacao persistente, que dificulta a atuacao de inibidores Ras especificos (LIU et al.,
2018). Dentre as isorformas de Ras, a K-ras estad majoritariamente presente nos
canceres, principalmente cénceres pancreaticos (85%), seguido por N-ras em
mieloma e melanomas (12%), e H-ras no cancer de glandula adrenal (3%)
(TESSOULIN et al., 2018; YUAN et al., 2020).

As formas oncogénicas em RAF ocorrem pela conversdo de dois aminoacidos,
valina em glutamina, dando origem as isoformas BRAF, CRAF e ARAF, sendo as
mutacdes prevalentes na BRAF, acometendo mais de 90% dos casos de cancer, com
destaque em melanoma maligno metastatico, que corresponde entre 50 a 60% dos
casos diagnosticados (YUAN et al., 2020). Em relacdo aos inibidores de Raf, pode-se
citar o farmaco sorafenibe, uma pequena molécula sintética que atua inibindo
quinases de superficie (a exemplo do receptor de VEGF — fator de crescimento de
endotélio vascular) por bloquear a ligacdo competitiva do ATP ao RTK, bem como
guinases intracelulares (a exemplo da isoforma CRAF), sendo usado nos casos de
carcinoma renal e hepatocelular. Ja a isoforma BRAF possui inibidores seletivos como
o vemurafenibe e dabrafenibe, que atuam em melanomas metastaticos com mutagcdes
BRAF-V600E e BRAF-V600K, respectivamente (LIU et al., 2018).

E por ultimo, existem os inibidores da MEK, como o trametinibe, especifico para
melanomas com mutacdo BRAF. No entanto seu uso ainda é limitado, pois apresentou
baixa poténcia, sendo utilizado atualmente em associagcdo com outros inibidores, tais
como os de fosfoinositideo 3 cinase (PI3K) (HEINZERLING et al., 2019).
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2.7 Via de sinalizacao intracelular da Proteina Cinase B (PKB/AKT) e o cancer

As proteinas PKB (Proteina Cinase B), também chamadas de AKT, séo
membros da superfamilia de cinases proteina serina/treonina que possuem trés
diferentes isoformas, cada uma com diferentes funcdes celulares: I) AKT1, envolvida
na sobrevivéncia celular; 1) AKT2, envolvida na homeostase da glicose e; Ill) AKT3,
que participa do desenvolvimento cerebral (ABDULLAH et al., 2021). Essas proteinas
sao responsaveis pelo controle de processos fisioldégicos cruciais como o crescimento,
a proliferacdo, sobrevivéncia e o metabolismo celular (STEFANI et al., 2021; SU;
PENG; LIU, 2024).

A ativacdo das diferentes isoformas de AKT envolve estimulos extracelulares
como fatores de crescimento, citocinas, hormonios e sinais de estresse, 0s quais se
ligam aos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) presentes na membrana
celular. Uma vez ativados, estes receptores modificam a sua conformacdo e
desencadeiam uma cascata de autofosforilacdo que resulta na producéao de segundos
mensageiros, como o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), que traduz sinais e
estimulos responsaveis por promover a ativacao da serina/treonina AKT (JIANG; JI,
2019; TRUEBESTEIN et al., 2021; YUAN et al., 2023) (Figura 11).

Os estimulos extracelulares podem interagir de forma semelhante com os
receptores de tirosina quinase (RTKs), promovendo a ativacdo do fosfoinositideo 3
cinase (PI3K), que fosforila o fosfolipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
(PIP2), gerando o PIP3 (TARIQ; LUIKART, 2021). Este interage com a proteina
quinase B (PKB)/AKT por meio do dominio homdlogo de pleckstrina, o que permite o
deslocamento de AKT para a membrana plasmatica e a sua subsequente
fosforilacdo e ativagdo pela quinase 1 dependente de fosfoinositideo (PDK1) e o
complexo 2 do alvo da rapamicina em mamiferos (NMTORC2), proteinas recrutadas a
membrana (FU; HALL, 2020). Por fim, a proteina AKT ativada transloca-se para o
citoplasma e nucleo, onde fosforila diversos alvos proteicos especificos que estao
envolvidos nos processos de sobrevivéncia, crescimento e metabolismo celular. O
equilibrio dessa via € mantido pela proteina PTEN (fosfatase homoéloga a tensina),
que desfosforila o PIP3, revertendo-o para PIP2, e assim regula negativamente a
sinalizagdo da via PISK/AKT (SU; PENG; LIU, 2024) (Figura 11).

A desregulagdo na via de sinalizacdo PI3K/Akt € amplamente envolvida em
diversas patologias, como diabetes mellitus tipo 2 (GUAN et al., 2024), doencas
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neurodegenerativas (RAI et al., 2019), disturbios imunoldgicos (WANG et al., 2021),
doencas cardiovasculares (LIAO et al., 2021) e no cancer (SU; PENG; LIU, 2024). As
principais altera¢des nessa via sdo originadas por: I) mutagfes genéticas em proteinas
essenciais, tais como a PTEN, que como mencionado anteriormente atua como
supressora de tumor, regulando negativamente os niveis de PI3K, ou Il) por meio da
hiperexpressdo de PI3K, o que resulta na proliferacdo celular descontrolada e
progressédo do cancer (JANG et al., 2021).

Neste contexto, a ocorréncia de alteracdes inativadoras ou a perda de
heterozigose no gene PTEN, por meio do silenciamento epigenético, constitui um
mecanismo para a regulacédo da atividade da PI3K no CCR. Além disso, mutacdes
somaticas no gene STK11/LKB1, responsavel por codificar uma quinase
serina/treonina que regula indiretamente o complexo mTORC1 por meio da ativacao
da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), estdo presentes em
uma pequena porcentagem dos casos de cancer colorretal (CCR) (PROSSOMARITI
et al., 2020).

Pesquisas tém demonstrado o potencial antitumoral de compostos baseados
na inibicdo das vias PI3K/AKT/mMTOR. Em um estudo conduzido por Cheng e
colaboradores, ao investigar o efeito inibitério da Naringina em linhagem de células de
cancer colorretal (HCT e SW620) in vitro, demonstraram que este composto
interrompeu a proliferacdo e promoveu a apoptose das células tumorais, efeitos
associados a inibicdo da via de sinalizagdo PIBK/AKT/MTOR (CHENG et al., 2020).
De maneira semelhante, Wang e colaboradores estudaram o inibidor W922, que foi
capaz de reduzir o crescimento tumoral, desfosforilar proteinas da via
PISK/AKT/mTOR e, em combinagdo com a cloroquina, induzir a apoptose de células
HCT-116 in vitro, destacando-se como uma estratégia terapéutica para o CCR (WANG
et al., 2021).

Em relacdo ao cancer colorretal metastatico (MCRC), estudos realizados por
Han e colaboradores investigaram o efeito da betulina em células de cancer colorretal
(HCT e SW620) in vitro. O composto foi capaz de induzir apoptose, autofagia e parada
do ciclo celular por meio da inativacao das vias PI3BK/AKT/mTOR e MAPK (HAN et al.,
2019). Adicionalmente, Nan e colaboradores demonstraram que a nobiletina, um
flavonoide polimetilado derivado de Citrus reticulata blanco, aumenta a sensibilidade

das células HT29 e SW480 a oxaliplatina, promovendo a apoptose por meio do



62

aumento de proteinas pro-apoptoticas e da regulacdo negativa de Bcl-2 e da via
PIBK/AKT/mMTOR (ZHANG, 2019).

Portanto, a via PI3K/Akt torna-se um alvo molecular importante na investigagao
de novas drogas antitumorais, destacando a necessidade de estudos envolvendo
terapias especificas que modulem esta via de sinalizacdo (RASCIO et al., 2021; YANG
et al., 2019a).

Figura 11. Via de sinalizacao intracelular da Proteina Cinase B (PKB/AKT)
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Legenda: A ativacao de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) ou de receptores tirosina-quinase
(RTKs) desencadeia a ativacdo da enzima fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), formada pelas
subunidades p85 (reguladora) e p110 (catalitica). A PI3K, ao ser ativada, fosforila o fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2), transformando-o em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). O PIP3 funciona como um
segundo mensageiro que se liga a AKT (quinase de serina/treonina), promovendo sua ativagao por
fosforilagdo, um processo mediado pela PDK1 (quinase dependente de fosfoinositideo-1) e pelo
complexo mTORC?2 (complexo 2 da mTOR). Apés ser ativada, a AKT transloca-se para o nucleo e o
citoplasma, onde fosforila proteinas que controlam processos cruciais, como proliferacdo celular,
sobrevivéncia, sintese de proteinas, autofagia e angiogénese. O equilibrio dessa via é mantido pela
proteina PTEN (fosfatase homodloga a tensina), que desfosforila o PIP3, revertendo-o para PIP2, e
assim regula negativamente a sinalizacédo da via PI3K/AKT.

Fonte: Adaptado de Ploeg et al., 2021.
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2.8 Via de sinalizacao intracelular do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) e o cancer

O NF-kB (Fator Nuclear Kappa B) desempenha um papel fundamental nos
processos de regulacéo, diferenciacao e ativacdo das células B. Em mamiferos, essa
familia de fatores de transcricdo € composta por cinco membros, incluindo RelB, c-
Rel, RelA (p65), NF-kB1 (p105/p50) e NF-kB2 (p100/p52) (JIMI; HUANG; NAKATOMI,
2019; LIU et al., 2024).

A ativacdo do NF-kB promove a transcricdo de genes alvo majoritariamente
com caracteristicas de estimulos pré-inflamatérios, que pode ser orquestrada atraves
de duas vias de sinalizag&o distintas: a via canodnica e a via ndo canénica (SUN et al.,
2022) (Figura 12). A via can6nica, também conhecida como tradicional, € amplamente
estudada pelo seu envolvimento em respostas inflamatérias. Em um estado inativo, o
NF- kB é sequestrado no citoplasma por um inibidor chamado de IkB (YU 2020). Essa
classe de proteinas € dividida em trés subgrupos: IkBs tipicas (IkBa, IkBp e IkBg), IkBs
atipicas (IkB¢, BCL-3 e IkBNS) e proteinas precursoras (p100 e p105) (WU; SUN; XU,
2023).

Esta via é mediada pela subunidade IKKPB, ativada pela fosforilacdo de
moléculas do complexo IkB cinase (IKKs), formado por duas subunidades cataliticas
(IKKa e IKKB), bem como por uma subunidade reguladora (IKKy), denominada NEMO
(modulador essencial de NF-kB) (YU et al., 2020). A subunidade IKK] é indispensavel
para a iniciacdo da via candnica, que é ativada ap0s a exposicdo a estimulos pro-
inflamatoérios, como as citocinas, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
lipopolissacarideos (LPS) e interleucina-1 (IL-18) (JIMI; HUANG; NAKATOMI, 2019).
Tais estimulos ativam receptores especificos (por exemplo, receptores do fator de
necrose tumoral a (TNFR), receptores de interleucina-1 (IL-1R) e receptores Toll-like
(TLR), que modulam diferentes processos relacionados a inflamagéo, imunidade,
proliferacdo celular, sobrevivéncia e morte (PFLUG; SITCHERAN, 2020; ZHANG,;
LENARDO; BALTIMORE, 2017).

Os receptores ativados promovem o recrutamento de proteinas acessorias, 0
que resulta na autofosforilagdo e ativacdo da cinase 1 ativada pelo fator de
crescimento transformante  (TAK1) (AASHAQ; BATOOL; ANDRABI, 2019). Em
seguida, a TAK1 fosforila e ativa o complexo de IkB cinase (IKK) (MOHAMMAD REZA
et al., 2018), que por sua vez promove a fosforilacdo das proteinas IkBa (kappa B alfa
inibitério), o que desencadeia a sua ubiquitinagdo e degradacdo por proteassomas.
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Esse processo libera os dimeros de NF-kB que estavam inativados no citoplasma,
permitindo que eles se transloquem para o nucleo e iniciem a transcricdo de genes-
alvo (EBRAHIMI et al., 2024) (Figura 12).

Figura 12. Via de sinalizacao intracelular do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB)

Via candOnica Via nao-candnica

IL-1 -~ LTa/B
TNFa HEAR

L4
{ F ¥
"

(Tak) GO NIK
I }
e QEGDP

4/

\

proliferagao celular, homeostase tecidual
citocinas inflamatdrias | ou Inflamacg&o crénica

= D)
IS ST NDNANIAN

Legenda: O Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) atua como um potencializador em varias vias celulares.
Essas vias sdo ativadas por estimulos como citocinas, bactérias ou virus, que interagem com diferentes
receptores. Na via canbnica, a ativagdo do NF-kB envolve multiplas cinases, incluindo a cinase ativada
por fator de crescimento transformador beta (TAK1) e a fosforilagdo do complexo da cinase inibitéria
kappa B (IKK), com preferéncia pela ativagado de IKKB. A IKK fosforila a proteina p105 ligada a RelA,
promovendo sua degradagao parcial no proteassoma, gerando p50. Além disso, a IKKB também
fosforila a IkBa, direcionando-a para degradacdo no proteassoma e permitindo a translocacdo do
complexo p50-RelA para o nucleo, onde regula a transcrigdo génica. Por outro lado, a via ndo candnica
do NF-kB envolve a ativagdo da cinase indutora de NF-kB (NIK), que leva a fosforilagdo de IKKa. A
IKKa, por sua vez, fosforila p100, marcando-a para uma degradacdo parcial no proteassoma,
resultando em p52. O complexo formado por p52 e RelB transloca-se para o nucleo, onde controla a
expressdo de genes especificos.

Fonte: Adaptado de Pfluget al., 2020.
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Por outro lado, a via ndo canbnica do NF-kB resulta na ativagdo dos dimeros
RelB-p52 e é desencadeada por um grupo especifico de receptores da superfamilia
do fator de necrose tumoral (TNFSFRs) (SUN, 2017). Entre eles estdo envolvidos
diversos receptores, que induzem a ativacdo da proteina cinase indutora de NF-kB
(NIK), entre eles: TNFSFR12A/Fn14 (membro 12A da superfamilia de receptores do
fator de necrose tumoral); LTBR (receptor de linfotoxina ); BAFF-R (receptor de
ativacdo de células B); RANK (receptor ativador de NF-kB) e CD40 (cluster de
diferenciacao 40) (PFLUG; SITCHERAN, 2020) .

Em seu estado inativo, a serina/treonina quinase NIK encontra-se associada ao
complexo formado por TRAF2, TRAF3, clAP1 e clAP2, onde sofre continuamente
ubiquitinacdo e degradacdo (MORGAN et al., 2020). No entanto, uma vez que um
receptor é ativado, ocorre desestabilizacdo do complexo TRAF2/TRAF3/clAP1/clAP2,
o que inibe a degradacdo de NIK e favorece o seu acumulo dentro da célula
(ZINATIZADEH et al., 2021). Desta forma, a NIK fosforila e ativa a IKKa, que por sua
vez, fosforila o heterodimero p100/RelBe e induz a clivagem proteolitica do precursor
p100 gerando a p52 que, na forma de dimero com a RelB, transloca-se para o nucleo
onde regula a expressao de diversos genes alvo (CHENG et al., 2021a; GUO et al.,
2024) (Figura 12).

O NF-kB é um fator transcricional que esta envolvido na sinalizacdo
citoplasmatica e nuclear, sendo fundamental na regulacdo da expressdo génica de
moléculas e receptores associados a resposta imune e inflamatéria (EBRAHIMI et al.,
2024). No entanto, a desregulacdo nas vias de sinalizacdo do NF-kB podem
desencadear inflamacéo crénica e doencas autoimunes, bem como alteracdes na
divisdo e morte celular, resultando em tumorigénese. Mutacbes nessa via estao
presentes em diversos tipos de canceres (ZHANG et al., 2021a), incluindo préstata
(THOMAS-JARDIN et al., 2020), mama (LIANG et al., 2023), ovario (KAMDAR et al.,
2023), gastrico (SHEN et al., 2019) e colorretal (SOLEIMANI et al., 2020).

De fato, ao analisar 27 pacientes com tumorais colorretais, Negi e
colaboradores (2018) detectaram pela técnica de PCR real time um aumento na
expressdo de NF-kB/RelA nos tecidos tumorais em comparacdo aos tecidos
saudaveis adjacentes, evidenciando o envolvimento dessa via de sinalizacdo na
tumorigénese do cancer colorretal (NEGI et al., 2018). Ainda, Allen e colaboradores
(2012) investigaram um subgrupo de proteinas chamada NLR (repeticdo rica em

leucina), incluindo NLRP12, que inibem o fator de transcricdo NF-kB e estédo
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envolvidos no processo de inflamacao do célon. O estudo relatou que camundongos
deficientes em NLRP12A mostraram maior sensibilidade ao desenvolvimento de colite
e CCR associado a colite, demonstrando que a NLRP12A apresentou uma ac&o anti-
inflamatoria ao inibir a ativagdo da via do NF-kB (ALLEN et al., 2012).

Por fim, Wu e colaboradores (2024) estudaram o efeito antitumoral do
composto Atractylenolides-Il (AT-II) em conjunto com o Interferon (IFN)-y. Esta
associacao foi capaz de suprimir significativamente o crescimento e a migracao das
células de CRC in vitro e in vivo, através do mecanismo de inibicdo da via de
sinalizacdo NF-kB p65/PD-L1. Portanto, estes resultados sugerem o potencial destes
compostos como estratégia na imunoterapia do CCR (WU et al., 2024).

Dessa forma, a via NF-kB destaca-se como um alvo promissor para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no tratamento do cancer.

2.9 O uso do peixe-zebra como alternativa para avaliacao da citotoxicidade de

novas drogas com potencial antitumoral

Um pequeno peixe tropical de dgua doce, conhecido popularmente como peixe-
zebra (Danio rerio) tem sido utilizado como um modelo experimental alternativo para
estudos em diversas areas, incluindo biologia molecular, embriologia, toxicologia,
oncologia, genética, patologia e farmacologia (BAMBINO; CHU, 2017; GEHRIG;
PANDEY; WESTHOFF, 2018; NAKAYAMA; MAKINOSHIMA, 2020; SALEEM,;
KANNAN, 2018; VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018).

Este vertebrado pertence a familia Cyprinidae, classe Actinopterygii, e é
encontrado nos rios e lagoas da india, Bangladesh, Mianmar e Nepal (KULLANDER
et al., 2018; LIN et al., 2019). Um conjunto de caracteristicas promissoras favorece o
Seu uso na experimentacéo, entre elas pode-se mencionar: (1) a capacidade de gerar
significativas quantidades de ovos, o que garante um efetivo fornecimento de animais
para os ensaios; (2) séo translicidos e apresentam fertilizacdo externa, permitindo
gue observacdes morfoldgicas sejam realizadas prontamente e 3) o baixo custo, facil
manuseio e manutengcédo, em comparacao a outros modelos animais, como roedores
(HILL et al., 2005; KATOCH; PATIAL, 2021; TEAME et al., 2019).

O embrido do peixe-zebra apresenta homologia de muitas vias moleculares
com os humanos, compartilhando aspectos fisioloégicos e anatdbmicos que podem

refletir as respostas em humanos, justificando, portanto, a utilizacdo deste modelo
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experimental em estudos envolvendo diversas doencas humanas, como cancer,
obesidade, estresse, diabetes, problemas cardiovasculares, entre outros disturbios
(LEBEDEVA et al., 2020). Ademais, estes organismos tem sido empregados em
bioensaios para avaliar a toxicidade de novas drogas (FARGHALI et al., 2016)
(FARGHALI et al., 2016), sendo fundamentais nos estudos pré-clinicos in vivo para
detectar neuro, geno, cardio e hepatotoxicidade de compostos com potencial
terapéutico, além de exibir uma vantagem em garantir o conceito dos '3Rs'
(substituicao, reducéo e refinamento) em comparacdo com outros modelos animais
correspondentes (YUAN et al., 2015). Neste contexto, o peixe-zebra possui sistemas
de Orgaos e vias metabdlicas evoluidas que permitem a avaliacdo da toxicocinética e
toxicodindmica de xenobidticos analogos aos modelos de mamiferos. Os embrides
sdo opticamente translicidos nos estagios iniciais de desenvolvimento e possuem 0s
principais 6rgaos e sistemas formados no decorrer de 72 horas pos-fertilizacdo (hpf),
periodo em que 0s animais podem ser expostos a xenobidticos ou produtos quimicos
em diferentes concentracdes, e a toxicidade avaliada por meio da visualizagdo de
indicios sugestivos de letalidade, teratogenicidade ou alteracdes fenotipicas
(HORZMANN; FREEMAN, 2018). Assim, 0 ensaio de avaliagcdo da toxicidade em
peixe-zebra envolve a observacdo de diferentes endpoints do desenvolvimento
embrionario, a saber. mortalidade, frequéncia cardiaca, formacdo de somitos,
alteracdes morfologicas (comprimento e/ou curvatura corporal), taxa de ecloséo,

locomocgéao e formacéo de edemas, por exemplo (LIN et al., 2019).

2.10 Derivados acridinicos

A magnitude do cancer, considerando os dados epidemioldgicos e as limitacfes
associadas aos tratamentos atuais (toxicidade e quimiorresisténcia), estimulam o
desenvolvimento de novos medicamentos com maior eficiéncia antitumoral
(GENSICKA-KOWALEWSKA et al., 2019; KOVVURI et al., 2018).

Neste cenario inserem-se 0s derivados acridinicos, que sdo compostos
aromaticos policiclicos formados por dois anéis fundidos a um anel de piridina em uma
posicdo central, caracterizando uma estrutura planar que confere a capacidade de
diferentes substituicdes no anel heterociclico. Consequentemente, sdo sintetizadas

novas moléculas responsaveis por uma variedade de atividades biolégicas ja
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relatadas na literatura, como antitumoral, antibacteriana, antiparasitaria, antioxidante,
anticonvulsivante e anti-inflamatoria (DE M. SILVA et al., 2018; GOUVEIA et al., 2018).

As atividades bioldgicas dos compostos acridinicos sdo associadas a sua
estrutura, que apresenta a capacidade de se intercalarem entre os pares de bases do
DNA, interferindo nas funcdes de enzimas com pape€is essenciais, como as
topoisomerases | e Il (GENSICKA-KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA,
2017; KUKOWSKA, 2017). As topoisomerases sao responsaveis por regular as
alteracdes topoldgicas no processo de desenovelamento da dupla hélice do DNA
durante os mecanismos de reparo, replicacdo e transcricdo (SALEM et al., 2017).
Essas enzimas séo elementos alvo de drogas antineoplasicas, que ao interagirem
formam complexos que podem induzir danos ao DNA e, consequentemente, morte
celular (SZAFRAN et al., 2018; ZHANG; QU; NIU, 2016).

Alguns farmacos derivados da acridina foram aprovados como quimioterapicos
em ensaios clinicos devido a sua significante atividade, dentre estes destaca-se a
amsacrina (m-AMSA), o primeiro derivado sintético utilizado clinicamente em varios
paises para o tratamento de leucemias e linfomas (CHEN et al., 2019; LEE et al.,
2017b). Todavia, determinados efeitos adversos da m-AMSA, como alta toxicidade, o
desenvolvimento de resisténcia por parte das células tumorais e a baixa
biodisponibilidade, limitam o seu uso na terapéutica. Sendo assim, esses fatores
impulsionam os pesquisadores a modificarem estruturalmente a molécula de acridina
e produzirem novos derivados acridinicos, com o objetivo de maximizar a atividade
antitumoral e minimizar a toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia (FU et al.,
2017; GENSICKA-KOWALEWSKA; CHOLEWINSKI; DZIERZBICKA, 2017).

Vislumbrando o potencial farmacoldégico de compostos acridinicos no
tratamento do céancer, foi sintetizado um novo grupo de acridinicos designado espiro-
acridinicos (ZHOU et al., 2018), caracterizado por um anel espiro de cinco ou seis
membros ligado ao carbono C-9 da acridina, estrutura que favorece a intercalacao
entre os pares de bases de acidos nucleicos no DNA, a inibicdo das enzimas
topoisomerases e a atividade antitumoral destes novos compostos (ALMEIDA et al.,
2016; MENEZES et al., 2019a).

Resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa do Laboratério de
OncoFarmacologia (OncoFar), do Programa de Pos-graduagcdo em Produtos Naturais
e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal

da Paraiba — UFPB), mostraram derivados acridinicos com potente atividade
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antitumoral in vivo em modelo de carcinoma ascitico de Ehrlich, como exemplo o
ACS-AZ10 (N’-(2-cloro-6-metoxi-acridin-9-yl)-2-ciano-3-(4-dimetilaminofenil) acrilo-
hidrazida) (MANGUEIRA et al., 2017), ACS-AZ (n’-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)-2-
cianoacetohidrazide) (MANGUEIRA, 2019), ACS-03 (2-((6-Cloro-2-metoxiacridina-9-
illamino)-5,6,7,8-tetra-hidro-4H-ciclo-hepta[b]-tiofeno-3-carbonitrila) (LISBOA et al.,
2019), bem como os derivados espiro-acridinicos ACMD (5’-oxo-1’-fenil-1’,5’-diidro-
10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila) (SOUSA, 2019), AMTAC-07 ((E)-1'-{(4-
fldorbenzilideno)-amino}-5’oxo-1,5'diidro-10Hespiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’carbonitrila)
(BATISTA, 2019), AMTAC-17 ((E)-5'-ox0-1'-((3,4,5-trimetoxi-benzilideno)amino)-1',5'-
dihidro-10Hespiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila) (SILVA et al., 2019a) e (E)-1'-((4-
clorobenzilideno) amino) - 5'- oxo 1',5'- diidro - 10H - espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-
carbonitrila (AMTAC-06) (DUARTE et al., 2020a).

Dentre os compostos estudados, o ACS-03 (LISBOA et al., 2019), ACMD
(SOUSA, 2019), AMTAC-07 (BATISTA, 2019), AMTAC-17 (SILVA, 2020) e AMTAC-
06 (DUARTE et al., 2022), também exibiram potente atividade antitumoral in vitro, em
diferentes linhagens de células tumorais humanas, corroborando com os dados
obtidos in vivo.

Nesse sentido, a sintese de novos derivados espiro-acridinicos permitiu a
caracterizacdo de diferentes compostos, dentre estes, o (E)-1’-((4-bromo-
benzilideno)amino)5’-0xo-1'5’-dihidro-10H-espiro  [acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila
(AMTAC-19), o qual demostrou potente atividade antitumoral in vitro na linhagem de
carcinoma colorretal HCT-116, envolvendo alteracdes no ciclo celular, inducdo de
apoptose e efeito antioxidante (DE SOUSA et al., 2024).

Assim, em virtude desses resultados previamente obtidos, e considerando o
potencial antitumoral deste grupo de moléculas, o presente trabalho propds investigar
0s provaveis mecanismos de agdo antitumoral do AMTAC-19, avaliando seu efeito em
diferentes proteinas de vias de sinalizagcdo molecular cruciais, como as MAPKs
(Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos), o NF-kB (Fator Nuclear kappa B), BCL-
2 (linfoma/leucemia de células B-2) e a PKB/AKT (Proteina Cinase B), bem como

avaliar a sua toxicidade em modelo experimental de peixe-zebra (Danio rerio).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os mecanismos de acao antitumorais in vitro do (E)-1’-((4-bromo-
benzilideno)amino)5’-0xo-1’5’-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila
(AMTAC-19) em células de carcinoma colorretal humano (HCT-116) e a toxicidade em

modelo de peixe-zebra (Danio rerio).

3.2 Objetivos especificos

e Realizar simulacbes de docking molecular e determinar os valores de energia
de ligagéo e os encaixes 2D e 3D entre o composto AMTAC-19 e as estruturas
cristalograficas das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKS), da
Proteina Cinase B (PKB/AKT), do Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e das
Proteinas da familia BCL-2;

e Avaliar o efeito do AMTAC-19 na modulacdo das vias de MAPKs (ERK, JNK,
p38), BCL-2, PKB/AKT e NF-kB em células HCT-116;

e Investigar o efeito do AMTAC-19 sobre o estado redox celular em células HCT-
116;

e Avaliar o tipo de morte celular induzido pelo AMTAC-19 em células HCT-116;

e Avaliar a capacidade proliferativa de células HCT-116 tratadas com AMTAC-19

através do ensaio clonogénico;

e Avaliar a toxicidade aguda do AMTAC-19 em embrides e larvas de peixe-zebra.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais da pesquisa

A avaliacdo da atividade antitumoral in vitro do AMTAC-19 foi realizada no
Laboratério de OncoFarmacologia (OncoFar), localizado no Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), onde funciona o Programa de Pds-graduacao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da
Saude (CCS) da UFPB.

O docking molecular foi realizado no Laboratério de Quimioinformatica
localizado no IPeFarM/UFPB em colaboragéo com a profa. Dra. Luciana Scaotti, prof.
Dr. Marcus Tullius Scotti e a Me. Natélia Ferreira de Sousa.

A avaliacdo da toxicidade do AMTAC-19 em peixe-zebra, foi realizada no
Laboratério de Avaliacdo de Risco de Novas Tecnologias (LabRisco) localizado no
Departamento de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza
(CCEN) da UFPB, em colaboracao com o Prof. Dr. Davi Felipe Farias.

4.2 Material

4.2.1 Substancia teste

A amostra teste, composto espiro-acridinico AMTAC-19, foi fornecida pelo
professor Dr. Ricardo Olimpio de Moura do Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de
Moléculas (LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba, sintetizada de acordo com
metodologia ja descritas (ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al., 2019b).

A via sintética usada para obter o composto espiro-acridinico foi paralela e
convergente, sendo realizada a sintese de 2-ciano-N’-(benzilideno)-aceto-hidrazida
(JRs) substituidos como intermediarios e em paralelo com o aldeido acridinico

(Esquema 1).



74

Esquema 1. Via sintética para obter composto espiro-acridinico AMTAC-19

0
NC
\)J\N/\NHZ + — P~ R
H CH3COOH cat
Trietilamina
CH, CHO
©\ /@ CH3COOH \ — \ Ciclizagdo
- COO0 5 CCOD
N ZnCl, N N*
H H,S80,

R= 4-bromobenzilideno (AMTAC-19)

Legenda: Composto espiro-acridinico do estudo: (E)-1’-((4-bromo-benzilideno)amino)5’-oxo-1'5-dihidro-10H-
espiro[acridina-9,2’-pirrol]-4’-carbonitrila (AMTAC-19).
Fonte: Pinheiro Segundo; Moura, 2020.

4.2.2 Linhagem celular

Para avaliacdo da inducdo de apoptose pelo derivado espiro-acridinico foi
utilizada a linhagem de carcinoma colorretal humano HCT-116. As células foram
adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, BCRJ, RJ, Brasil e cultivadas em
meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A linhagem celular foi cultivada
(5x10% células/mL) em frascos de cultivo utilizando o meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640, (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementadas com 10%
de soro bovino fetal (SBF) inativado (GIBCO, Grand Island, NY, EUA), e 1% de
solucdo de antibioticos (penicilina 10.000 U/ml e estreptomicina 10 mg/mL) (Sigma
Aldrich). As células foram manipuladas em fluxo laminar, para garantir que nao
houvesse contaminacdes, e mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de
CO2. O crescimento celular foi acompanhado a cada 24 horas e, ao atingirem 80% de
confluéncia, normalmente apos 48 horas de cultivo, foi feita a adicdo 2 mL de solucao
de tripsina (Sigma Aldrich), por 5-10 minutos, para o deslocamento da monocamada
das células aderentes da parede do frasco. Apds esse periodo, adicionou-se meio

suplementado com SBF, na mesma proporgéo de tripsina, para interromper a acéo
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desta. As células foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos e ressuspensas em meio
suplementado para a contagem em camera de Neubauer. A viabilidade celular foi
avaliada por meio da utilizagdo do corante azul de Tripan (Sigma Aldrich)
(BABAKHANOVA et al., 2022).

4.2.3 Animais

Para realizacdo do ensaio utilizando o modelo de peixe-zebra (Danio rerio),
foram utilizados embries com até 1 horas pés-fertilizacdo, fornecidos pela Unidade
de Producdo de Organismos N&o Convencionais (UniPOM) do Departamento de
Biologia Molecular (DBM/CCEN/UFPB). Os embrides foram acondicionados no
Laboratério de Avaliacdo de Risco de Novas Tecnologias (LabRisco/CCEN/UFPB),
gue compartilha estrutura experimental com a UniPOM, de acordo com as diretrizes
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), até o
momento dos experimentos. Os genitores foram mantidos em sistema de recirculacao
com monitoramento regular dos parametros de qualidade da agua (pH, aménia e
nitrito), temperatura da sala ambiente (26 = 1 °C) e fotoperiodo (ciclo claro-escuro
14:10) controlados. A qualidade da agua foi mantida por filtracdo com carvao ativado,
condutividade a 750 = 50 uS e oxigénio dissolvido acima de 95% de saturagédo. Os
peixes foram alimentados diariamente com racdo comercial (Color Bits Tetra, Melle,
Alemanha) e espirulina liofilizada (Fazenda Tamandud, Patos, Brasil), sendo também
monitorados quanto a comportamento anormal ou desenvolvimento de doencgas. Para
obter os embrides, uma armadilha de ovos foi colocada durante a noite em um tanque
contendo espécimes masculinos e femininos (proporcao de 1: 1) no dia anterior ao
teste. Uma hora ap6s o inicio do ciclo de luz, os ovos foram coletados com auxilio de
uma pipeta de Pasteur e lavados com meio E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl2 0,33
mM e MgS0O4 0,33 mM) contendo 0,005% de azul de metileno. Somente desovas com
taxa de fertilizacdo = 90% foram utilizadas. Embrides viaveis (padréo de clivagem
normal e sem alteracbes morfologicas) foram selecionados em microscopio de luz
invertida (Televal 31, Zeiss, Alemanha), com aumento de 50x para uso no teste de
Toxicidade Aguda em Peixes (FET).

Larvas utilizadas no experimento ou excedentes foram acondicionadas em
pequeno volume de 4gua e conduzidos para congelamento rapido em freezer -20 °C,

de acordo com o item 8.14.13 da diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA. As
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larvas congeladas foram conduzidas para incineracdo pela empresa SIM Engenharia
Ambiental (Campina Grande - PB), que possui convénio para descarte de residuos
quimicos e biolégicos da UFPB.

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente
aprovados pela CEUA/UFPB, sob a certiddo n® 5900310718 (Anexo 1).

4.2.4 Substancias e equipamentos

Foram utilizadas as seguintes substancias: azul de tripan (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA), solucéo fosfato tamponada (PBS) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
Missouri, EUA), dimetilsulféxido (DMSO) (Dinamica®, Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil),
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St.
Louis, Missouri, EUA), meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(SigmaAldrich®, St.  Louis, Missouri, EUA), acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinoetanossulfénico (HEPES) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA),
Lglutamina (Nutricell®, Campinas, S&o Paulo, Brasil), soro fetal bovino (SBF)
(GIBCO®, 69 Grand Island, New York, EUA), solucéo estabilizada de penicilina (100
Ul/mL) - estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA),
dodecil sulfato de sédio (SDS) (Exodo Cientifica®, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil),
doxorrubicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), diacetato de 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (SigmaAldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), N-
acetilcisteina (NAC) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), cloreto de sddio (NaC¥)
(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), cloreto de potassio (KCf) (GIBCO®, Grand
Island, New York, EUA), cloreto de calcio (CaCf2) (GIBCO®, Grand Island, New York,
EUA), sulfato de magnésio (MgS04) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), sulfato
de sodio (Na2S0O4) (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), azul de metileno
(GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), hexano (Biograde®, Anapolis, Goias,
Brasil), fitohemaglutinina (GIBCO®, Grand Island, New York, EUA), tripsina 0,25%
com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (GIBCO®, Grand Island, New York,
EUA). Os medicamentos e solucdes reagentes foram preparados imediatamente
antes do uso. A racdo para o peixe-zebra foi adquirida da Tetra® (Niedersachsen,

Melle, Alemanha).
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Foram utilizados os seguintes equipamentos: centrifuga Rotina 380R (Hettich®,
North Rhine-Westphalia, Alemanha), microscopio invertido Nikon eclipse TS100
(Olympus®, Téquio, Japao), balan¢a analitica eletrénica SHI-AUW220D (Shimadzu®,
Séao Paulo, Brasil), cabina de fluxo de ar laminar vertical Aeolus V (Telstar®, Séo
Paulo, Brasil), incubadora de CO2 MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japao),
leitor de multideteccéo Synergy HT (BioTek®, Vermont, EUA), autoclave vertical linha
CS-A (Prismatec®, Séao Paulo, Brasil), estufa de secagem (DeLeo® equipamentos
laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil), citbmetro de fluxo FacsCanto Il (Becton
Dickinson®, New Jersey, EUA), estereomicroscopio Televal 31 (Zeiss®, Baden
Wirttemberg, Alemanha), camera fotografica OverShot A2500 (Canon®, Séo Paulo,
Brasil), microscopio confocal de varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha), banho-
maria AQUAIline (LAUDA®, Sao Paulo, Brasil), geladeira DFN49 (Eletrolux®, Parand,
Brasil) e agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Wirttemberg, Alemanha).

4.3 Métodos

4.3.1 Docking molecular

A simulacdo de docking molecular foi utilizada para prever a interagéo entre o
composto AMTAC-19 e as seguintes proteinas: Cinase Regulada por Sinalizacao
Extracelular 1 (ERK1) (Protein Data Bank (PDB): 5LCJ) em complexo com o inibidor
de piridina carbamato, com resolucéo de 1,78 A (Ferreira et al., 2023; Lebraud et al.,
2016); Cinase c-Jun N-terminall (JNK1) (PDB: 2G01) em complexo com o inibidor de
pirazoloquinolona, com resolucéo de 3,50 A (LIU et al., 2006); Linfoma de células B-2
(BCL-2-xL) em complexo com inibidor fenil tetrahidroisoquinolina amida (PDB: 2W3L)
(PORTER et al., 2009) com resolucéo de 2.10 A; Cinases Ativadas por Mitégenos
p38a (p38a MAPK; PDB ID: 1R39) com resolugdo de 2,30 A (PATEL et al., 2004),
Proteina Cinase B (PKB/AKT; PDB: 1GZN) (YANG et al., 2002) com resolucao de 2.50
A; Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65; PDB: 1VKX) (CHEN et al., 1998)com
resolucéo de 2.90 A obtidos via difracéo de raios X, foram usados ligantes controles
como Doramapimod (BIRB-796) (SUPLATOV et al., 2019), dicloridrato MK-2206 (LAl
et al., 2012) e 4-Metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-diamina (JSH-23) (FAN et al.,
2018) para as proteinas p38a MAPK, PKB/AKT e NF-kB respectivamente. As
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estruturas tridimensionais (3D) das proteinas estudadas foram obtidas do PDB
( https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do — acessado em 24 de novembro de 2023).

Antes do inicio da simulacdo computacional, as estruturas quimicas dos
compostos foram projetadas usando Marvin Sketch v.23.10, ChemAxon
(https://chemaxon.com/marvin , acessado em 1 de julho de 2024), seguido pela
padronizacdo das estruturas quimicas em 3D e a minimizacdo energética dos
compostos usando métodos de mecéanica molecular e o método semi-empirico Austin
Model 1 (AM1), através do software Spartan 14, WaveFunction
(https:/lwww.wavefun.com/). Todas as moléculas de agua foram removidas da
estrutura cristalina, e um molde entre a enzima e o ligante co-cristalizado foi criado
para marcar o sitio ativo da macromolécula. Em seguida, a molécula de teste foi
inserida no sitio ativo da enzima, e a simulacao de docking molecular foi realizada.

A técnica de redocking foi aplicada, portanto o Root Mean Square Deviation
(RMSD) das poses de docking do ligante co-cristalizado foi calculado, indicando o
grau de confiabilidade do ajuste. O RMSD fornece o0 modo de conexao proximo a
estrutura experimental e é considerado bem-sucedido se o valor for abaixo de 2,0 A.

Para os mecanismos p38a MAPK (PDB ID: 1R39), PKB/AKT (PDB: 1GZN) e
NF-kB; p50/p65 (PDB: 1VKX) que ndo tinham um ligante co-cristalizado, o sitio ativo
foi identificado pela visualizacdo dos residuos correspondentes ao sitio ativo dos
artigos relacionados ao PDB, bem como pelo uso de previsGes de bolso molecular.
Foi usada a plataforma Bite Net—Skolteck I Molecule
(https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenet — acessada em 1° de julho de 2024).
Para a proteina p38a MAPK (PDB ID: 1R39), as coordenadas do sitio ativo X = 55,93;
Y = 33,48 e Z = 39,84; PKB/AKT (PDB: 1GZN) as coordenadas do sitio ativo X=
-15,25; Y=99,33 e Z=-57,97; e NF-kB; p50/p65 (PDB: 1VKX) as coordenadas do sitio
ativo X=1,40; Y= 25,80 e Z= 61,20.

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) foi usado com parametros
predefinidos. O ligante co-cristalizado foi usado para definir o sitio ativo. Os compostos
foram entéo inseridos para analisar a estabilidade do sistema por meio das interacdes
identificadas com os sitios ativos das enzimas, referenciando o valor de energia do
MolDock Score. O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution) foi empregado com os
seguintes parametros: Um total de 30 execu¢des com um maximo de 3000 interacdes
usando uma populacdo de 50 individuos, 2000 etapas de minimizacdo para cada

residuo flexivel e 2000 etapas de minimizacdo global por simulagédo. A funcdo de
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pontuacdo MolDock Score (GRID) foi usada para calcular os valores de energia de
encaixe. Um GRID foi definido em 0,3 A, e a esfera de busca foi fixada em um raio de
15 A. Para a andlise da energia do ligante, interacdes eletrostaticas internas, ligacdes
de hidrogénio internas e tor¢gbes sp2-sp2 foram avaliadas (DE AZEVEDO JR., 2010;
THOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

4.3.2 Avaliacdo do efeito do AMTAC-19 sobre a modulacdo das Proteinas

Cinases Ativadas por Mitégeno (MAPKS)

4.3.2.1 Marcacgéo de células HCT-116 com anticorpos anti-MAPKs e analise por

citometria de fluxo

Neste experimento, a cultura celular foi realizada usando células HCT-116 (1 x
108 células/mL) em placas de 24 pocos, apds 24 hs as células foram tratadas com o
composto AMTAC-19 em concentracdes de 10 e 20 uM por 48 h. Doxorrubicina (DXR)
a 2,5 uM foi usada como droga padrdao. ApGs o periodo de tratamento, as células
foram destacadas da placa usando uma solugéo de tripsina/EDTA e centrifugadas
(500% g, 5 min, 20 °C), em seguida ressuspensas em tampao e fixadas por 10 min a
37 °C. As amostras tratadas foram lavadas, permeabilizadas com tampéao de lise e
ressuspensas com anticorpos anti-p-ERK1/2, anti-p-JNK ou anti-p-p38 MAPK e
incubadas por 30 min a 25 °C no escuro. Posteriormente, as células foram lavadas,
centrifugadas (300x g, 5 min, 4 °C), e o sobrenadante foi removido de acordo com as
instrucdes do fabricante. As células foram entdo ressuspensas em tampéo e
analisadas por citometria de fluxo (10.000 eventos por amostra). Os experimentos
foram conduzidos independentemente em triplicata, e os dados obtidos foram
analisados usando o software DIVA 6.0 (Ferreira et al., 2023b).

4.3.2.2 Avaliacao da citotoxicidade do AMTAC-19 na presenca ou auséncia de
inibidores de MAPKs (iMAPKS)

O ensaio MTT foi utilizado para avaliar a citotoxicidade induzida por AMTAC-
19. Células HCT-116 (3 x 10 ° células/mL) foram cultivadas em placas de 96 pocos e
tratadas na presenca ou auséncia de inibidores de MAPK: 5 uM do inibidor de ERK
(U0126), 20 uM do inibidor de JNK (SP600125) ou 20 uM do inibidor de p38 MAPK
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(PD 169316) por 3 h. Apos o tratamento, as células foram centrifugadas (500 x g, 20
°C, 5 minutos), e o sobrenadante foi removido, apos o que 10 pL de solucdo de MTT
(5 mg/mL) foram adicionados a cada pogo e incubados por 4 h em 5% de CO2 a 37
°C. Posteriormente, SDS (100 pL por pogo) foi adicionado para dissolver os cristais
de formazan formados. A andlise foi realizada medindo a densidade Optica usando um
leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek ®, Winooski, VT, EUA) a 570 nm. Trés

experimentos independentes foram conduzidos em duplicata (Ferreira et al., 2023b).

4.3.3 Marcacao de células HCT-116 com anticorpos anti-BCL-2 e analise por

citometria de fluxo

Para investigar o efeito do AMTAC-19 na modulacado desta via de sinalizacéo,
as células HCT-116 foram plaqueadas (1 x 10 8 células/mL) em placas de 24 pocos.
Apbs 24 hs as células foram tratadas com o composto AMTAC-19 em concentracdes
de 10 e 20 uM por 48 h. Doxorrubicina (DXR) a 2,5 uM foi usada como droga padrao.
Apoés o periodo de tratamento, as células foram destacadas da placa usando uma
solucéo de tripsina/EDTA e centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), em seguida
foram fixadas por 30 min a 4° C. As amostras tratadas foram lavadas, permeabilizadas
com tampao de lise (30 minutos, no gelo), ressuspensas e marcadas com anticorpo
anti-BCL-2 ou controle isotipico, seguindo as recomendac8es do fabricante. Apés 30
minutos de incubacdo com os anticorpos (25 °C, no escuro), as células foram lavadas,
centrifugadas (300 x g, 4°C, 5 minutos) e o sobrenadante removido. Em seguida, as
células foram ressuspensas em tampéo e analisadas por citometria de fluxo (10.000
eventos por amostra). Os experimentos foram conduzidos independentemente em

triplicata, e os dados obtidos foram analisados usando o software DIVA 6.0.

4.3.4 Marcacédo de células HCT-116 com anticorpos anti-PKB/AKT ou anti-NF-

KB/p65 e analise por citometria de fluxo

Para investigar o efeito do AMTAC-19 na modulagao destas vias de sinalizacao,
as células HCT-116 foram plaqueadas (1 x 10 6 células/mL) em placas de 24 pocos.
ApoOs 24 hs as células foram tratadas com o composto AMTAC-19 em concentragcdes
de 10 e 20 uM por 48 h. Doxorrubicina (DXR) a 2,5 uM foi usada como droga padré&o.
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Apoés o periodo de tratamento, as células foram destacadas da placa usando uma
solucéo de tripsina/EDTA e centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos), em seguida
foram fixadas por 30 min a 4° C. As amostras tratadas foram lavadas, permeabilizadas
com tampao de lise (30 minutos, no gelo), ressuspensas e marcadas com anticorpos
anti-NF-kB/p65 ou anti-PKB/AKT, seguindo as recomendacdes do fabricante. Apos 30
minutos de incubag¢do com os anticorpos (25 °C, no escuro), as células foram lavadas,
centrifugadas (300 x g, 4°C, 5 minutos) e o sobrenadante removido. Em seguida, as
células foram ressuspensas em tampao e analisadas por citometria de fluxo (10.000
eventos por amostra). Os experimentos foram conduzidos independentemente em
triplicata, e os dados obtidos foram analisados usando o software DIVA 6.0 (Ferreira
et al., 2023b).

4.3.5 Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelo ensaio DCFH-
DA

2,7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) ¢é um reagente
fluorogénico que foi usado para avaliar espécies reativas de oxigénio (EROs) em
células HCT-116apds tratamento com AMTAC-19. As células HCT-116 foram
semeadas em placas de 24 pocos (1 x 10 © células/mL) e incubadas por 24 h (5%
CO2z a 37 °C). Em seguida, as células foram tratadas com AMTAC-19 (10 ou 20 pM),
DXR (2,5 uM) ou peroxido de hidrogénio (H202) (500 yM) na presenga de DCFH-DA
(10 uM) e incubadas por 30 min, 1 h, 6 h, 12 h ou 24 h em 5% CO2 a 37 °C. Ap0s esse
periodo, as células foram coletadas e ressuspensas em PBS. A porcentagem de
células fluorescentes foi determinada por citometria de fluxo, analisando 10.000
eventos adquiridos em comprimentos de onda de excitagdo de 485 nm e
comprimentos de onda de fluorescéncia de 530 nm. Trés experimentos independentes
foram conduzidos em duplicata (FERREIRA et al., 2023a).

4.3.6 Avaliacdo do envolvimento do estresse oxidativo na citotoxicidade do
AMTAC-19

A avaliacdo do envolvimento de ROS na citotoxicidade de AMTAC-19 foi

realizada usando o ensaio MTT na presenca ou auséncia de N-acetilcisteina (NAC),
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um composto antioxidante. As células HCT-116 foram semeadas em placas de 96
pocos (100 uL/poco) a uma densidade de 3 x 10 ° células/mL e incubadas por 24 h
(37 °C, 5% CO2). Ap6s esse periodo, as células foram incubadas por mais 3 h (37 °C,
5% COz2) na presenca ou auséncia de 5 uM NAC. As células foram entéo tratadas com
AMTAC-19 (10 ou 20 puM, 100 pL por poco) ou DXR (2,5 uM, 100 pL por poco) e
incubadas por 72 h em uma atmosfera de 5% de CO 2 a 37 °C. Apos a incubacéo, as
placas foram centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos) e 110 pL do sobrenadante
foram removidos. Posteriormente, a solugcdo de MTT (5 mg/mL, 10 pL por pogo) foi
adicionada e as células foram incubadas por 4 h a 37 °C em 5% de CO:2. Os cristais
de formazan foram dissolvidos em 100 pL de SDS e as densidades Opticas foram
medidas usando um leitor de microplacas (Synergy HT, BioTek ®) em um comprimento
de onda de 570 nm. Trés experimentos independentes foram conduzidos em triplicata
(FERREIRA et al., 2023b).

4.3.7 Investigacao do tipo de morte celular induzida pelo AMTAC-19
4.3.7.1 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial por coloracdo com
JC-1

Um corante cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3"-tetraetilbenzimidazolil-
carbocianina (JC-1) foi usado para detectar o MMP (AWm) de células HCT-116. Em
mitocondrias saudaveis, o JC-1 esta presente na matriz mitocondrial e forma
oligbmeros (agregados) resultando na emissao de fluorescéncia vermelha (590 nm).
No entanto, em mitocondrias danificadas ou disfuncionais, o JC-1 se apresenta na
forma de mondmeros, emitindo fluorescéncia verde (529 nm). Assim, a mudanca da
cor da fluorescéncia JC-1de vermelho para verde pode ser utilizada para identificar
uma reducdo em MMP celular, e a transigéo da cor da fluorescéncia JC-1 € resultante
de uma despolarizacdo, sendo um sinal caracteristico de células em apoptose
(Sivandzade; Bhalerao; Cucullo, 2019). Para este ensaio, as células HCT-116 foram
plagueadas (2 x 10°) em placas de 24 pocos e incubadas por 24 h em estufa (37 °C,
5% CO2). Em seguida, foram tratadas com o AMTAC-19 (10 ou 20 uM) e a
doxorrubicina (2,5 pM), e incubadas por um periodo de 48h. Apds o periodo de
tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas (500 x g, 20°C, 5 minutos),

ressuspensas em PBS e marcadas com 20 pL de uma solugéo contendo JC-1 (2,5
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KUM), e posteriormente incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente no escuro.
As células marcadas foram observadas sob um microscopio confocal de varredura a
laser. A andlise dos resultados foi realizada utilizando o software ImageJ (NIH, EUA)
e a porcentagem da intensidade de fluorescéncia foi obtida pela normalizacdo dos
dados, considerando a meédia do controle como 100%. Foram realizados trés
experimentos independentes em duplicata (ELEFANTOVA et al., 2018).

4.3.7.2 Analise nuclear por coloragcdo com Hoechst

O Hoechst é um corante fluorescente que apresenta permeabilidade a
membrana celular e se liga especificamente ao DNA, emitindo uma coloragao azul.
Esse corante é amplamente utilizado na identificacdo de alteracdes nucleares
caracteristicas de células em apoptose, como a condensacdo da cromatina e a
fragmentacdo do DNA. Para este ensaio, as células da linhagem HCT-116 foram
plaqueadas (2 x 10°%) em placas de 24 pocos e incubadas por 24 h em estufa (37 °C,
5% CO2). Em seguida, foram tratadas com o AMTAC-19 (10 ou 20 uM) e a
doxorrubicina (2,5 puM), e incubadas por um periodo de 48h. Apdés o periodo de
tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas (500 x g, 20°C, 5 minutos),
ressuspensas em PBS e marcadas com 20 pL de Hoechst (10 pg/mL), e
posteriormente incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente no escuro. As
células marcadas foram observadas sob um microscdépio confocal de varredura a laser
A analise dos resultados foi realizada utilizando o software ImageJ (NIH, EUA) e a
porcentagem da intensidade de fluorescéncia foi obtida pela normalizacdo dos dados,
considerando a média do controle como 100%. Foram realizados trés experimentos
independentes em duplicata (NASR et al., 2020).

4.3.8 Avaliagcdo da sobrevivéncia de células HCT-116 através do ensaio

clonogénico

A perda da capacidade reprodutiva e a incapacidade das células de
proliferarem indefinidamente podem ser avaliadas por meio do ensaio clonogénico.
Este método € amplamente utilizado para a avaliacdo da toxicidade in vitro,
diferenciando-se de outros testes de viabilidade que medem efeitos bioldgicos

especificos (FRANKEN et al., 2006). O ensaio baseia-se na capacidade das células
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de formar colénias apdés o tratamento com o composto teste, as quais Sao
posteriormente contadas para analise. Para este ensaio, as células da linhagem HCT-
116 foram plagueadas na concentracdo de 1000 células por poco em placas de 24
pocos, tratadas com diferentes concentragdes nao citotoxicas AMTAC-19 (0,39, 0,78
e 1,56 uM) incubadas por 48 horas e mantidas por 7 dias em estufa a 37°C com 5%
de CO,. Durante esse periodo, 0 meio de cultura seré substituido em dias alternados
para assegurar a manutencdo adequada das células. Apos o periodo de incubacéo,
0S pocos serdo lavados com PBS e as células fixadas com metanol a 100% e coradas
com solucdo de violeta genciana (FRANKEN et al., 2006). A analise das placas sera
conduzida por meio de microscopia Optica e estereoscOpica. Os pocgos serao
fotografados, e as colbnias formadas, contendo no minimo 50 células, seréo

quantificadas utilizando o software ImageJ. (NIH, EUA).

4.3.9 Teste de toxicidade aguda em embrides e larvas de peixe-zebra

A toxicidade aguda do AMTAC-19 foi avaliada no modelo de peixe-zebra, de
acordo com o teste de toxicidade aguda de embrido de peixe (FET), diretriz n°® 236 da
Organizacao para Cooperacéao e Desenvolvimento Econémico (OCDE), com algumas
modificagdes (OCDE, 2013). Embrides de peixe-zebra com até 3 h pés-fertilizacao
foram semeados em placa de 96 pocos (n = 20, 1 embrido por poco) e expostos ao
meio E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl2 0,33 mM e MgS0O4 0,33 mM), DMSO (0,1%)
e AMTAC-19 (100 uM), por 96 h. Efeitos letais e nao letais foram observados
diariamente por 96 h. Os embrides/larvas que apresentaram desfechos de letalidade
(coagulacao do ovo, auséncia de formacao de somitos, ndo desprendimento do broto
da cauda e auséncia de batimentos cardiacos) foram considerados mortos. Este
namero foi usado para determinar a taxa de sobrevivéncia % (namero de organismos
vivos/numero total de organismos x 100) por amostra testada. As exposi¢coes estavam
em condigBes estéticas (sem renovacdo da solucdo de exposi¢do). As observacdes
foram realizadas em estereomicroscopio (Olympus SZX7, Japao), com aumento de
56x, e fotografadas (Moticam 5+, China). A CLso (concentracédo letal mediana) foi
estimada a partir do numero de Obitos. Apos 96 h, as larvas sobreviventes foram
eutanasiadas com eugenol e devidamente descartadas. Todos os procedimentos
utilizados foram previamente aprovados pelo CEUA / UFPB, c6d. N° 5900310718.
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4.4 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos ensaios antitumorais in vitro foram utilizados
testes matematicos paramétricos e nao-parametricos definidos de acordo com a
caracteristica de cada experimento, bem como a normalidade dos dados. Os demais
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e analisados
pelo teste de Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Os
valores foram considerados significativos, quando apresentarem um nivel de
significancia (p) menor que 0,05. Para o ensaio de embriotoxicidade, os valores

médios de concentracao letal (LCso) foram calculados por anélise de regresséo probit.



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Docking Molecular

As previsdes de encaixe molecular entre os ligantes AMTAC-19, DXR, ligantes
do Protein Data Bank (PDB) ou de referéncias bibliograficas com a Proteina Cinase
Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1), Proteina Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1),
Proteina Cinase Ativada por Mitégeno p38a (p38a MAPK), Proteina Cinase B
(PKB/AKT), Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65) e a Proteina linfoma de células
B-2 (BCL-2) estdo expressos na tabela 1, que exibe as energias médias (MolDock
score) associadas as interacdes intermoleculares, juntamente com os valores de
probabilidade de afinidade (p).

O valor RMSD foi de 0,9715 para o ligante carbamato de piridina co-cristalizado
da ERK1, de 0,1129 para o ligante pirazoloquinolona da proteina JNK1, 0,2589 para
o ligante co-cristalizado fenil tetrahidroisoquinolina de BCL-2-xL, indicando que as
poses geradas posicionaram corretamente o ligante no sitio ativo, e que o programa
forneceu valores satisfatérios para a validacéo do docking.

AMTAC-19 apresentou valores de probabilidade de afinidade superiores a 0,6
com ERK1 (0,793), JNK1 (0,781), p38a MAPK (0,824), BCL-2-xL (0,603), PKB/AKT
(0,756) e NF-kB (p50/p65) (0,899) indicando interacbes favoraveis entre essa

molécula e o sitio ativo das proteinas analisadas.
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Quadro 2. Pontuacédo Moldock (unidades arbitrarias) e valores de probabilidade de interacao (p) entre
0 (E)-1"-((4-bromobenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-diidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila
(AMTAC-19), a doxorrubicina ou outros ligantes e a Proteina Cinase Regulada por Sinais Extracelulares
1 (ERK1), a Proteina Cinase c-Jun N-terminal 1 (JNK1), a Proteina Cinase Ativada por Mitdgenos p38a
(p38a MAPK), Linfoma de células B-2 (BCL-2-xL), Proteina Cinase B (PKB/AKT) e o Fator Nuclear
kappa B (NF-kB; p50/p65)

- Distancia das
Proteina Ligante MOIDOEk Mélplgock Re§i'duo in.teracgées de
score score critico ligacdes de
hidrogénio (A)
ERK1 AMTAC-19 -84,735 0,793 Leul56, Val39 (2,86A).
Ala52, lle31
e Thrll0
(interacbes
hidrofébicas);
Asplll
(ligacéo de
hidrogénio).
Doxorrubicina -83,988 0,786 Leul07 (2,38A);
Met 108
(2,15A); lle31
(2,50A); Glu109
(2,32A); Lys114
(2,80R).
Inibidor carbamato de | -106,816 1 Lys114 (2,29A);
piridina? Met108 (1,964,
1,29A); Asp106
(2,41A).
JNK1 AMTAC-19 -74,978 0,781 lle32,
Vall58, -
Ala53,
Doxorrubicina -96,058 1 Met108, lle32 (2,26A);
Val40 e Met111 (1,894,
(in;ﬁiges 2,95A): Leu110
hidrofébicas); (2.54A).
inibidor -68,224 0,710 . Met10~8 Met111 (2,20A,
. : (interagbes
pirazoloquinolona® L 2,99A).
esteéricas).
P38a AMTAC-19 -107,433 0,824 llel16 lle116 (3,36A);
MAPK (interagbes | Gly110 (2,16A);
hidrofébicas). | Alal11 (2,62A);
Doxorrubicina -108,908 0,835 His126 (2,74 A);
Glu160 (2,37 A),
Val158 (3,75 A);
Asnl159 (2,73
A); Cys162
(2,23 A); GIn120
(2,24 A)
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BIRB-796¢ -130,409 1 Met109 (2,29A);
Val158 (2,334,
2,70A, 2.80A).
BCL-2-xL AMTAC-19 -86,422 0,602 Leu96 -
(Interacéo
Doxorrubicina -89,486 0,624 hidrofébica). | Tyr67 (3,14 A);

Argss (2,27 A).

Inibidor fenil -143,364 1
tetrahidroisoquinolinad -

PKB/AKT AMTAC-19 -111,440 0,755 Tyr231 (1,73A);
Lys156 (5,20A,
2,19A);
Asp441 (2,43A).
Doxorrubicina -145,194 0,984 Asp293 (1,51A);

Asp275 (2,60A);
Phe294 (2,16A,
2,46A);
Gly295 (2,77R);
Asn280 (2,55A);
Glu200 (1,76A);
Thr199 (2,31A,
2,48A);
Arg274 (2,47R).
dicloridrato MK-2206¢ | -147,481 1 Tyr327 (2,05A);
Tyr316 (3,10A);
Lys277 (2,76A).

NF-kB AMTAC-19 -94,355 0,899 Lys218 Arg187 (1,98 A);
(Interagéo Arg33 (5,96 A).
hidrofébica).
Doxorrubicina -99,320 0,946 Arg605 (1,98A,
2,05A);

Lys218 (2,06A);
Asn186 (2,06A,

2,54R);
Arg33 (2,334,
3,51A);
Arg187 (2,87A).
4-Metil-N1-(3- -104,894 1 Lys218 (1,88A);
fenilpropil)benzeno- Glu193 (2,05A).
1,2-diamina (controle
positivo)f

Legenda: 3PDBL (Ligante do Protein Data Bank): inibidor carbamato de piridina; "PDBL (Ligante do Protein Data
Bank): inibidor pirazoloquinolona; °CTL (Ligante controle da p38a MAPK): doramapimod—BIRB-796; YPDBL
(Ligante do Protein Data Bank): Inibidor fenil tetrahidroisoquinolina; ¢CTL (Ligante controle da PKB/AKT):
dicloridrato MK-2206; 'CTL (Ligante controle do NF-kB (p50/p65)): 4-Metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-1,2-diamina—
JSH-23.

*Valores de energia expressos em kJ/mol.

**alor de probabilidade de afinidade.

Fonte: elaborado pela autora

Conforme observado na Figura 13, o AMTAC-19 interage com o sitio ativo
correspondente ao dominio N-Terminal referente a regido de ligacdo do ATP
(Adenosina Trifosfato) da ERK1 por meio de interag@es hidrofobicas (linhas tracejadas
em rosa e azul), interagdes estéricas (linhas tracejadas em vermelho) e ligacdes de
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hidrogénio (linha tracejada em verde). As interacdes hidrofébicas corresponderam aos
tipos empilhados alquil, T-alquil e TT-11 € foram observadas principalmente nos anéis
aromaticos da estrutura e no sitio bromo (Br) por meio dos residuos cisteina 166
(Cys166 - 1 interacdo), leucina 156 (Leul56 - 2 interacgdes), alanina 52 (Ala52 - 1
interacdo), isoleucina 31 (lle31 - 3 interac¢des), treonina 110 (Thrl10 - 1 interacao) e
glutamato 109 (Glul09 - 1 interac&o). As interacdes de ligacdo de hidrogénio foram
observadas no grupo nitrila e outros &tomos de nitrogénio (N) na estrutura por meio
dos residuos aspartato 111 (Asp1l1l - 1 interag&o) e valina 39 (Val39 - 1 interagdo).
Além disso, uma interacdo desfavoravel foi observada no grupo nitrila através do
residuo glicina 32 (Gly32). AMTAC-19 exibiu interacdes semelhantes as estabelecidas
pelos compostos doxorrubicina (DXR) e o ligante PDB (interagBes hidrofébicas:
Leul56, Ala52, lle31 e Thrl110; ligagéo de hidrogénio: Aspl11).

Figura 13. Interacbes moleculares entre o AMTAC-19, a doxorrubicina ou o ligante do Protein Data
Bank (PDB) e a Proteina Cinase Regulada por Sinal Extracelular 1 (ERK1)

(A) (B) (€)

@ ) i
s X reit)
A166 » - ors " AS

A3 AL66 AN

s e
Al - Aol

Lty Weseaee
GLU A156 @ A
» A2

Ly : - oy
A156 I AS 4
A3} Uy

THR
ASP A110 Alcs 4 OGN

Al THR G\

e A110 A0y

AS2

Interagdes 2D e 3D entre (A) AMTAC-19, (B) doxorrubicina (DXR), (C) Ligante PDB (inibidor de carbamato de
piridina) e ERK1 (PDB: 5LCJ). Legenda: rosa e azul: interagdes hidrofébicas; vermelho: interacdes estéricas;
verde: interacdes de ligagdo de hidrogénio; CYS: cisteina; GLY: glicina; VAL: valina; LEU: leucina; ALA: alanina;
ASP: &cido aspartico; ILE: isoleucina; THR: treonina; GLU: acido glutamico; MET: metionina; e GLN: glutamina.
Fonte: elaborado pela autora
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A interacdo molecular entre AMTAC-19 e JNK1 envolveu interacdes
hidrofébicas (linhas tracejadas em rosa) correspondentes aos tipos alquila, tr-alquila
e T1-0, relacionadas a interagdes nos anéis aromaticos da estrutura e no sitio bromo
(Br), através dos residuos lle32 (1 interacdo), Vall58 (1 interacdo), LeullO (1
interacdo), Leul68 (1 interacdo), Ala53 (1 interacdo), metionina 108 (Metl08 - 1
interacdo), Val40 (1 interacdo) e lisina 55 (Lys55 - 2 interagcfes). Além disso,
interacdes estéricas também foram observadas entre AMTAC-19 e o sitio ativo JNK1
(interagBes desfavoraveis (linhas tracejadas em vermelho) e interagdes 1-anion (linha
tracejada em laranja)), através dos residuos Metl08 (2 interacdes) e Vall58 (1
interacdo). Além disso, o composto AMTAC-19 exibiu interacbes semelhantes as
estabelecidas pelos compostos DXR e o ligante PDB nos residuos lle32, Vall58,
Leul68, Ala53, Met108, Val40 e Lys55 (interacdes hidrofébicas) e Met108 (interactes

estéricas) (Figura 14).

Figura 14. Interacbes moleculares entre o AMTAC-19, a doxorrubicina ou o ligante do Protein Data
Bank (PDB) e a Proteina Cinase N-terminal c-Jun 1 (JNK1)
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Interagdes 2D e 3D entre (A) AMTAC-19, (B) doxorrubicina (DXR), (C) Ligante PDB (inibidor de pirazoloquinolona)
e JNK1 (PDB: 2G01). Legenda: rosa e azul: interagdes hidrof6bicas; vermelho e laranja: interagbes estéricas;
verde: interacdes de ligagdo de hidrogénio; LYS: lisina; ASN: asparagina; VAL: valina; LEU: leucina; ALA: alanina;
ILE: isoleucina; e MET: metionina.

Fonte: elaborado pela autora
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Em relagdo a proteina p38a MAPK, ocorreu interagcdes hidrofébicas entre o
composto AMTAC-19 e a proteina alvo, correspondentes aos tipos alquila e t-alquila,
presentes no dominio de ligagdo do ATP. Conforme observado para ERK1 e JNK1,
essas interacdes foram predominantemente encontradas nos anéis aromaticos da
estrutura por meio dos residuos Vall58 (1 interacao), llel16 (1 interacdo) e Cys119
(1 interacdo). As interacdes estéricas foram do tipo desfavoravel (linhas tracejadas em
vermelho) com o residuo glutamina 120 (GIn120 - 2 interagfes). Adicionalmente,
foram observadas ligacdes de hidrogénio entre AMTAC-19 e os residuos Alalll (1
interacdo), Gly110 (1 interacédo) e lle116 (1 interacdo). A interacao hidrofébica formada

pelo residuo 1le116 foi observada em todos os compostos (Figura 15).

Figura 15. InteragBes moleculares entre 0 AMTAC-19, a doxorrubicina ou o ligante doramapimod—
BIRB-796 e a Proteina Cinase Ativada por Mitégeno p38a (p38a MAPK)

(A) - ) @ © 5

s o A1l 8% A311 2

A . { Vi H

17 A e A L R

i d ’ gy A 122
' "
"
% s " 55 " /
’ " ; A116
niie @ s i r Ao ©

Interacdes 2D e 3D entre (A) AMTAC-19, (B) doxorrubicina (DXR), (C) doramapimod (BIRB-796) e p38a MAPK
(PDB: 1R39). Legenda: rosa e azul: interacdes hidrofébicas; vermelho e laranja: interacdes estéricas; verde:
interacBes de ligagdo de hidrogénio; HIS (Histidina); TYR (Tirosina); PHE (Fenilalanina); ASN: asparagina; VAL:
valina; ILE: isoleucina; MET: metionina; CYS: cisteina; GLY: glicina; ALA: alanina; ASP: acido aspartico; GLU:
acido glutdmico; e GLN: glutamina.

Fonte: elaborado pela autora

Os resultados de encaixe molecular entre AMTAC-19 e BCL-2-xL envolveu
interacdes hidrofébicas correspondentes aos tipos, m-1-Stacked e m-m-T-shaped
(linhas tracejadas em rosa escuro) e alquil e r-alquil (linhas tracejadas em rosa claro),
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relacionadas a interacdes nos anéis aromaticos da estrutura e no sitio bromo (Br),
através do residuo, fenilalanina 112 (Phel12 - 2 intera¢des), Phe71, tirosina 67 (Tyr67
— 1 interacdo), Leu96 (1 interacdo), Alal08 (1 interacdo). Além disso, interacfes
estéricas também foram observadas entre AMTAC-19 e o sitio ativo BCL-2-xL do tipo
m-Sulfur (linha tracejada em laranja), relacionadas a interacdes nos anéis aromaticos
e o atomo de bromo (Br), através do residuo metionina (Met74 - 1 interacdo). O
AMTAC-19 exibiu interacfes semelhantes as estabelecidas pelos compostos DXR e
o ligante PDB no residuo critico da proteina alvo, atraves interacdes hidrofébicas do

aminoéacido Leu96 (Figura 16).

Figura 16. Interacbes moleculares entre o AMTAC-19, a doxorrubicina ou o ligante do Protein Data
Bank (PDB) e a Linfoma de células B-2 (BCL-2-xL)
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InteracBes 2D e 3D entre (A) AMTAC-19, (B) doxorrubicina (DXR), (C) Ligante PDB (inibidor fenil
tetrahidroisoquinolina amida) e BCL-2-xL (PDB: 2W3L). Legenda: rosa escuro e rosa claro: interacfes
hidrofébicas; vermelho e laranja: interacOes estéricas; verde: interagdes de ligacdo de hidrogénio; TYR: tirosina;
PHE: fenilalanina; ARG: arginina; GLU: glutamina; ASP: acido aspartico; VAL: valina; LEU: leucina; ALA: alanina
e MET: metionina.

Fonte: elaborado pela autora

Ligacao de hidrogénio foi observada entre o AMTAC-19 e a proteina PKB/AKT
no residuo Lys156 (2 interacdes), Tyr231 (1 interacdo) e acido aspartico 441 (Asp441
- 1 interacdo) (linhas tracejadas em verde), relacionada aos grupos amina e grupo

carbonila. Em adi¢cdo, também foram observadas liga¢gdes hidrofébicas do tipo, -
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alquil (linhas tracejadas em rosa) com Leu296 (1 interacdo), Phe238 (1 interacao) e
Phe239 (1 interacdo), relacionadas a ligacdo aos anéis aromaticos da estrutura e o
atomo de bromo (Br). A DXR mostrou liga¢des de hidrogénio com Asp293, Asp275,
Phe294, Gly295, Asn280, Glu200, Thrl99 e Arg274, além de ligacdes hidrofébicas
com Leul83. Para o ligante dicloridrato MK-2206 foram observadas ligacdes de
hidrogénio com Tyr327, Tyr316 e Lys277. LigacGes hidrofobicas também foram
observadas com os residuos Val331, Val338, Ala318, Arg274 e Leu317 e interacdes
estéricas com Asp275, Glu315 e Glu279 (Figura 17).

Figura 17. InteragBes moleculares entre o AMTAC-19, a doxorrubicina ou o ligante dicloridrato MK-
2206 e a Proteina Cinase B (PKB/AKT)
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Interacdes 2D e 3D entre (A) AMTAC-19, (B) doxorrubicina (DXR), (C) o ligante dicloridrato MK-2206 e PKB/AKT
(PDB: 1GZN). Legenda: rosa: interagdes hidrofobicas; vermelho e laranja: interag8es estéricas; verde: interagdes
de ligagdo de hidrogénio; TYR: tirosina; PHE: fenilalanina; LYS: lisina; ARG: arginina; GLU: glutamina; ASP: acido
aspartico; VAL: valina; LEU: leucina; ALA: alanina e MET: metionina.

Fonte: elaborado pela autora

Para a proteina NF-kB, o composto AMTAC-19 mostrou intera¢des hidrofobicas
do tipo, m-alquil (linhas tracejadas em rosa) com residuos Lys218 (1 interacdo) e
Alal92 (1 interagdo), ligacdo de hidrogénio convencional com Arginina 187 (Arg187 -
2 interagbes) e Arg33 (1 interacdo) e interagbes fracas do tipo carbono-hidrogénio

(linhas tracejadas em verde). Também foram observadas interacdes estéricas do tipo,
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-Cation com Arg605 (1 interacdo) (linhas tracejadas em laranja), sendo estas
interacdes relacionadas principalmente pela ligagdo aos anéis aromaticos da estrutura
e 0 &tomo de bromo (Br), além de contribuicdes dos a&tomos de hidrogénio do grupo
amina e grupo carbonila. O AMTAC-19 exibiu interagbes semelhantes as
estabelecidas pelos compostos DXR (Lys218, Arg187 e Arg33) e o ligante 4-metil-N1-
(3- fenilpropil)benzeno-1,2-diamina (Lys218) no residuo critico da proteina alvo
(Figura 18).

Figura 18. InteragBes moleculares entre o AMTAC-19, a doxorrubicina ou o ligante 4-metil-N1-(3-
fenilpropil)benzeno-1,2-diamina e o Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p50/p65)
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Interacdes 2D e 3D entre (A) AMTAC-19, (B) doxorrubicina (DXR), (C) o ligante 4-Metil-N1-(3-fenilpropil)benzeno-
1,2-diamina e NF-kB; p50/p65 (PDB: 1VKX). Legenda: rosa: interacdes hidrofdbicas; laranja: interagdes estéricas;
verde: interacBes de ligacdo de hidrogénio; PHE: fenilalanina; LYS: lisina; ARG: arginina; GLU: glutamina; ASP:
acido aspartico; LEU: leucina e ALA: alanina.

Fonte: elaborado pela autora

5.2 Efeito do AMTAC-19 sobre a modulacao das Proteinas Cinases Ativadas por
Mitégeno (MAPKS)

5.2.1 Marcacao com anticorpos anti-MAPKs e analise por citometria de fluxo

Apos o tratamento das células HCT-116 com AMTAC-19 (20 uM), foi observado

um aumento significativo na porcentagem de células marcadas com anticorpos anti-
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p-ERK1/2 (5,64 + 0,20%; p < 0,05) em comparacédo ao grupo controle (0,59 + 0,06%).
Também, a droga padrdo DXR também aumentou significativamente a porcentagem
de células marcadas (42,07 + 2,32%, p < 0,05) em comparacao ao controle (Figura
19).

Figura 19. Modulacédo das Proteinas Cinases Reguladas por Sinal Extracelular 1 e 2 (ERK1/2) em
células HCT-116 apds tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM)
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Legenda: Efeito dos tratamentos com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM) na atividade da
fosfo-Proteinas Cinases Reguladas por Sinal Extracelular 1 e 2 (p-ERK1/2) em células HCT-116. (A) A populagédo
celular foi avaliada pela analise dos dotplots de fluorescéncia p-ERK1/2 (PerCP-Cy5.5), determinando a regido
(Q1) correspondente a autofluorescéncia de células ndo marcadas e a regido (Q2) correspondente a porcentagem
de células fluorescentes consideradas positivas. (B) Os dotplots representativos mostram a fluorescéncia p-
ERK1/2 (PerCP-Cy5.5, eixo X) em funcdo do tamanho da célula (FSC—Forward Scatter, eixo Y) para diferentes
grupos experimentais. (C) Os resultados obtidos por citometria de fluxo séo apresentados graficamente. Os dados
sdo representados como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
Letras diferentes (a, b, c) indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

Apods 48 h de tratamento com AMTAC-19 (20 uM), a porcentagem de células
marcadas com o anticorpo anti-p-JNK aumentou significativamente (1,02 £ 0,28%; p <
0,05) em comparacéao ao controle (0,21 £+ 0,06%). O farmaco padrédo DXR (2,5 uM)

também induziu um aumento significativo na porcentagem de células marcadas (1,07

+ 0,07%, p < 0,05) em comparacgao ao controle (Figura 20).
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Figura 20. Modulacdo das Proteinas Cinases N-terminal c-Jun 1 e 2 (JNK1/2) em células HCT-116
apos tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 pM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM)
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Legenda: Efeito dos tratamentos com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM) na atividade da
fosfo-Proteinas Cinases N-terminal c-Jun (p-JNK) em células HCT-116. (A) A populacéo celular foi avaliada pela
analise de dotplots de fluorescéncia de p-JNK (APC), determinando a regido (Q1l) correspondente a
autofluorescéncia de células ndo marcadas e a regido (Q2) correspondente a porcentagem de células
fluorescentes consideradas positivas. (B) Dotplots representativos mostram a fluorescéncia de p-JNK (APC, eixo
X) como uma func¢édo do tamanho da célula (FSC—Forward Scatter, eixo Y) para diferentes grupos experimentais.
(C) Os resultados obtidos por citometria de fluxo sdo apresentados graficamente. Os dados sado representados
como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguida pelo teste de Tukey. Letras diferentes
(a, b) indicam diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

Nenhuma alteracdo significativa foi observada na porcentagem de células
marcadas com anticorpos anti-p-p38 MAPK apdés o tratamento com AMTAC-19. Em
contraste, o tratamento com DXR induziu um aumento significativo na porcentagem
de células marcadas com anticorpos anti-p-p38 MAPK (75,20 + 2,37%, p < 0,05) em
comparagao ao grupo controle (1,20 + 0,11%) (Figura 21).
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Figura 21. Modulacdo das Proteina Cinase Ativada por Mitdgeno p38 (p38 MAPK) em células HCT-
116 apo6s tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM)
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Legenda: Efeito dos tratamentos com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM) na atividade da
fosfo-Proteina Cinase Ativada por Mitégeno p38 (p-p38 MAPK) em células HCT-116. (A) A populacao celular foi
avaliada pela analise de dotplots de fluorescéncia de p-p38 MAPK (PE-Cy7), determinando a regido (Q1)
correspondente a autofluorescéncia de células ndo marcadas e a regido (Q2) correspondente a porcentagem de
células fluorescentes consideradas positivas. (B) Os dotplots representativos mostram a fluorescéncia de p-p38
MAPK (PE-Cy7, eixo X) em funcéo do tamanho da célula (FSC—Forward Scatter, eixo Y) para diferentes grupos
experimentais. (C) Os resultados obtidos por citometria de fluxo séo apresentados graficamente. Os dados sdo
representados como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
Letras diferentes (a, b) indicam diferencgas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

5.2.2 Citotoxicidade do AMTAC-19 na presenca ou auséncia de inibidores de
MAPKs (iMAPKs)

O tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 yM) na auséncia do inibidor de ERK
(U0126; 5 uM) induziu uma redugéo significativa na viabilidade celular (10 uM: 55,84
1 2,38%; 20 uM: 27,13 + 2,10%, p < 0,05) em comparacdo com o controle (100,00 *
5,04%). O pré-tratamento com inibidor de ERK (U0126, 5 pM) preveniu
significativamente a citotoxicidade de AMTAC-19 (10 uM: 83,67 + 3,17%, p < 0,05) em
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comparacao com o grupo tratado com AMTAC-19 na auséncia do inibidor de U0126
(Figura 22 A).

Da mesma forma, o tratamento com AMTAC-19 (10 yM) na auséncia do inibidor
de JNK (SP600125, 20 uM) resultou em uma redugao significativa na viabilidade
celular (47,89 + 1,98%, p < 0,05) em comparacdo com o controle (100,00 + 2,08%). O
pré-tratamento com o inibidor SP600125 preveniu significativamente a citotoxicidade
de AMTAC-19 (82,11 + 0,48%, p < 0,05) em comparagcdo com o grupo tratado com
AMTAC-19 na auséncia do inibidor de JNK (Figura 22 B).

Por outro lado, ndo foram observados efeitos significativos na citotoxicidade do
AMTAC-19 (39,95 + 0,61%, p < 0,05) ap0s o pré-tratamento com o inibidor p38 MAPK
(PD 169316, 20 uM) em comparagéo ao grupo tratado com AMTAC-19 (10 uM) na
auséncia do inibidor PD169316 (46,26 + 2,79%, p < 0,05) (Figura 22 C).

Além disso, conforme observado na Figura X C, o pré-tratamento com inibidor
de p38 MAPK aumentou significativamente a citotoxicidade do DXR (14,74 *
0,75%, p < 0,05) em comparacdo ao grupo tratado com DXR na auséncia do inibidor
PD169316 (56,49 + 1,62%) (Figura 22 C).
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Figura 22. Efeito do AMTAC-19 ou doxorrubicina (DXR), na presenca ou auséncia de inibidores de
ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD 169316), sobre a viabilidade de células da
linhagem de carcinoma colorretal humano HCT-116 ap6s 72 h de tratamento
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Legenda: O ensaio MTT foi usado para avaliar a viabilidade celular apés tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20
UM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM) por 72 h, na presenca ou auséncia de inibidores de MAPK: (A) inibidor de
ERK1/2 (U0126, 5 uM), (B) inibidor de JNK (SP600125, 20 uM) ou (C) inibidor de p38 MAPK (PD 169316, 20 uM).
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguida pelo
teste de Tukey. Letras diferentes (a, b, c, d, ) indicam diferencgas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

5.3 Marcacdo de células HCT-116 com anticorpos anti-BCL-2 e analise por

citometria de fluxo

Apoés o tratamento das células HCT-116 com AMTAC-19 (10 ou 20 uM), foi
observado uma reducéo significativa na porcentagem de ceélulas marcadas com
anticorpos anti-BCL-2 (10 pyM: 4,39 + 0,57%; 20 uM: 3,54 + 0,61%, p < 0,05 para
ambos) em comparagédo ao grupo controle (23,45 + 2,45%). Em contraste, a droga
padrdo DXR aumentou significativamente a porcentagem de células marcadas (89,90

+1,37%, p < 0,05) em comparacgao ao controle (Figura 23).
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Figura 23. Modulacao das proteinas BCL-2 em células HCT-116 apés tratamento com AMTAC-19 (10
ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM)
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Legenda: Efeito dos tratamentos com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM) na atividade da
fosfo-Proteina linfoma de células B-2 (BCL-2) em células HCT-116. (A) A populacao celular foi avaliada pela
analise de dotplots de fluorescéncia de BCL-2 (PE), determinando a regido (Ql) correspondente a
autofluorescéncia de células ndo marcadas e a regido (Q2) correspondente a porcentagem de células
fluorescentes consideradas positivas. (B) Os dotplots representativos mostram a fluorescéncia de BCL-2 (PE, eixo
X) em fungdo do tamanho da célula (FSC—Forward Scatter, eixo Y) para diferentes grupos experimentais. (C) Os
resultados obtidos por citometria de fluxo s@o apresentados graficamente. Os dados s&o representados como
média +* erro padrao da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes (a, b)
indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

5.4 Marcacao de células HCT-116 com anticorpos anti-PKB/AKT e andlise por

citometria de fluxo

Como observado na figura 24, ndo houve alteragdo significativa na
porcentagem de células marcadas com anticorpos anti-PKB/AKT apds o tratamento
com AMTAC-19. Em contraste, novamente a DXR induziu um aumento significativo
na porcentagem de células marcadas com anticorpos anti-PKB/AKT (56,88 + 4,06%,

p < 0,05) em comparacédo ao grupo controle (0,15 £ 0,02%) (Figura 24).
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Figura 24. Modulacéo da Proteina Cinase B (PKB/AKT) em células HCT-116 apds tratamento com
AMTAC-19 (10 ou 20 pM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM)
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Legenda: Efeito dos tratamentos com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM) na atividade da
fosfo-Proteina Cinase B (PKB/AKT) em células HCT-116. (A) A populacéo celular foi avaliada pela andlise de
dotplots de fluorescéncia de PKB/AKT (PE-Cy7), determinando a regido (Q1) correspondente a autofluorescéncia
de células ndo marcadas e a regido (Q2) correspondente a porcentagem de células fluorescentes consideradas
positivas. (B) Os dotplots representativos mostram a fluorescéncia de PKB/AKT (PE-Cy7, eixo X) em funcao do
tamanho da célula (FSC—Forward Scatter, eixo Y) para diferentes grupos experimentais. (C) Os resultados obtidos
por citometria de fluxo sdo apresentados graficamente. Os dados sdo representados como média * erro padrédo
da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas
significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

5.5 Marcacéao de células HCT-116 com anticorpos anti-NF-kB (p65) e analise por

citometria de fluxo

O tratamento de células HCT-116 com AMTAC-19 e posteriormente marcacao
com anticorpos anti-NF-kB (p65) permitiu observar que nao houve alteragao
significativa na porcentagem de células marcadas. Em contraste, o tratamento com
DXR induziu um aumento significativo na porcentagem de células marcadas com
anticorpos anti-NF-kB (p65) (76,78 + 2,66%, p < 0,05) em comparacdo ao grupo
controle (0,85 + 0,11%) (Figura 25).



103

Figura 25. Modulacéo do Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p65) em células HCT-116 apds tratamento
com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM)
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Legenda: Efeito dos tratamentos com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM) na atividade da
fosfo-Fator Nuclear kappa B (NF-kB; p65) em células HCT-116. (A) A populacao celular foi avaliada pela analise
de dotplots de fluorescéncia de NF-kB; p65 (PE), determinando a regido (Q1) correspondente a autofluorescéncia
de células ndo marcadas e a regido (Q2) correspondente a porcentagem de células fluorescentes consideradas
positivas. (B) Os dotplots representativos mostram a fluorescéncia de NF-kB; p65 (PE, eixo X) em fungdo do
tamanho da célula (FSC—Forward Scatter, eixo Y) para diferentes grupos experimentais. (C) Os resultados obtidos
por citometria de fluxo sdo apresentados graficamente. Os dados s&o representados como média + erro padréo
da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas
significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

5.6 Efeito do AMTAC-19 sobre o estado redox celular
5.6.1 Avaliagdo da producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) utilizando
o 2’7-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA)

O tratamento com AMTAC-19 induziu um aumento significativo na
porcentagem de células fluorescentes apds 30 min (10 uM: 127,70 + 1,12%; 20 uM:
122,15 + 2,21%, p < 0,05 para ambos) e 1 h (10 uM: 186,65 + 1,91%; 20 uM: 181,59
* 3,11%, p < 0,05 para ambos) em comparagéo com o grupo controle (30 min: 100,00
+ 3,22%; 1 h: 100,00 + 10,92%) (Figura 26 A, B). A partir de 6 h apos o tratamento
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com AMTAC-19, observou-se reducdo significativa do percentual de células
fluorescentes (6 h: 10 uM: 74,87 £ 3,92%; 20 uM: 55,49 + 2,54%, 12 h: 10 yM: 72,73
1+ 1,70%; 20 uM: 51,13 £ 4,95% e 24 h: 10 uM: 32,11 £ 0,42%; 20 uM: 30,56 + 1,61%,
p < 0,05 para todos) quando comparado ao grupo controle (6 h: 100,00 + 2,62%; 12
h: 100,00 + 0,30% e 24 h: 100,00 + 0,21%) (Figura 26 C-E).

O farmaco DXR, induziu aumento significativo na porcentagem de células
fluorescentes apds 30 min (134,98 + 0,84%, p <0,05) e 1 h (202,76 + 0,93%, p < 0,05)
de tratamento em comparacdo ao grupo controle (Figura A, B). Além disso, uma
reducao significativa na porcentagem de células fluorescentes foi observada apos 24
h de tratamento com este farmaco (91,65 + 2,97%, p < 0,05) em comparacéo ao grupo

controle (Figura 26 E).
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Figura 26. Percentual de células fluorescentes apds incubacdo com o 2'7-diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) e o AMTAC-19 (10 ou 20 pM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 pM)
em diferentes tempos de tratamento
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Legenda: Producéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em células HCT-116 tratadas com AMTAC-19 (10
ou 20 pM) ou doxorrubicina (DXR) (2,5 pM) ap6s (A) 30 min, (B) 1 h, (C) 6 h, (D) 12 h e (E) 24 h de tratamento. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguida pelo teste

de Tukey. Letras diferentes (a, b, c) indicam diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05).
Fonte: elaborado pela autora
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5.6.2 Citotoxicidade do AMTAC-19 na presenca ou auséncia de N-acetilcisteina
(NAC)

Conforme mostrado na Figura 27, o tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 uyM)
na auséncia de N-acetilcisteina (NAC, 5 mM) reduziu significativamente a viabilidade
celular (10 pM: 38,21 £ 1,04%; 20 uM: 17,29 £ 2,06%, p < 0,05 para ambos) em
comparacao ao grupo controle (100,00 + 2,48%). O pré-tratamento com NAC preveniu
significativamente o efeito citotdxico do AMTAC-19 (viabilidade celular - 10 uM: 81,14
1 3,96%; 20 pM: 53,40 + 2,48%, p < 0,05 para ambos) em comparagdo aos grupos
tratados com AMTAC-19 (10 ou 20 pyM) na auséncia de NAC.

Além disso, o pré-tratamento com NAC induziu uma reducdo significativa na
citotoxicidade da DXR (9,42 £ 0,17%, p < 0,05) em comparagao ao grupo tratado com
DXR na auséncia de NAC (54,09 + 3,75%) (Figura 27).

Figura 27. Citotoxicidade do AMTAC-19 (10 ou 20 uM) ou doxorrubicina (DXR, 2,5 uM) na presenca
ou auséncia N-acetilcisteina (NAC, 5 mM) apds 72 h de tratamento
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Legenda: O ensaio MTT foi usado para avaliar a viabilidade celular ap6s tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20
UM) ou doxorrubicina (DXR) (2,5 puM) na presenca ou auséncia de N-acetilcisteina (NAC, 5 mM) por 72 h. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. Letras diferentes (a, b, c, d, e) indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora
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5.7 Morte celular induzida pelo AMTAC-19
5.7.1 Efeito do AMTAC-19 sobre a despolarizacdo mitocondrial ap6s marcacao
com JC-1

O ensaio com o corante JC-1 em células HCT-116 permitiu avaliar a integridade
mitocondrial apds o tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) por 48 horas. O
composto induziu alteracdo significativa do potencial de membrana mitocondrial (10
MM: 2,75 + 0,17; 20 uM: 4,23 + 0,36, p < 0,05 para ambos) em compara¢ao ao grupo
controle (0,36 + 0,06). Esse efeito foi evidenciado pelo aumento da razdo da
fluorescéncia verde/vermelho (mondmeros/agregados) que € indicativo de
despolarizacdo da membrana mitocondrial proporcional ao potencial da membrana

mitocondrial (Figura 28).

Figura 28. Efeito do AMTAC-19 (10 ou 20 uM) na despolariza¢do mitocondrial de células de carcinoma
colorretal (HCT-116) apés 48 h de tratamento
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Legenda: Gréfico da razdo de JC-1 (monémeros/agregados) apos tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) por
48 h. A despolariza¢@o mitocondrial foi avaliada por coloragdo com JC-1, sendo 0 aumento da raz&o fluorescéncia
verde/vermelha indicativo de despolarizagdo. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(EPM) em triplicata. Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey. Letras diferentes (a, b, c)
indicam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora

A figura 29 apresenta imagens representativas das células dos diferentes

grupos experimentais obtidas por microscopia confocal, que confirmaram um aumento
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na intensidade dessa fluorescéncia em células tratadas com AMTAC-19,

corroborando a inducédo de despolarizacdo mitocondrial pelo composto.

Figura 29. Imagens representativas da avaliagdo da despolarizacdo mitocondrial por coloracéo do
cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3"-tetraetilbenzimidazolilcarbo-cianina (JC-1) em células de
carcinoma colorretal (HCT-116) incubadas com AMTAC-19 (10 ou 20 uM)
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Legenda: Fotomicrografias representativas de células HCT-116 coradas com JC-1 apds 48 horas de tratamento
com AMTAC-19 (10 ou 20 uM). A fluorescéncia verde indica mitocdndrias com perda de potencial de membrana,
evidenciando despolarizagdo mitocondrial, enquanto a fluorescéncia vermelha corresponde a mitocéndrias com
potencial de membrana preservado. As imagens foram capturadas por microscopia confocal.

Fonte: elaborado pela autora



109

5.7.2 Efeito do AMTAC-19 sobre amorfologiade células HCT-116 ap0s coloracéao

com Hoechst 34580 por microscopia confocal

A inducdo de apoptose pelo composto AMTAC-19 foi avaliada utilizando a
coloracdo com Hoechst 34580 em células de carcinoma colorretal humano HCT-116
apés 48 horas de tratamento. As células foram expostas a AMTAC-19 nas
concentragdes de 10 ou 20 yM e analisadas por microscopia confocal.

Os resultados demonstraram um aumento significativo na intensidade de
fluorescéncia nas células tratadas com AMTAC-19 (10 uM: 135,5 + 13,96%; 20 puM:
297,5 + 35,60%, p < 0,05 para ambos) em comparagao ao grupo controle (63,36 *
4,87%) (Figura 30). Esses dados indicam que o aumento na intensidade de
fluorescéncia reflete o efeito do composto sobre a condensacdo da cromatina e a

fragmentacao nuclear, alteracdes caracteristicas do processo de apoptose.

Figura 30. Indugéo de apoptose pelo AMTAC-19 (10 ou 20 pM) analisada por coloracdo com Hoechst
34580 em células de carcinoma colorretal humano HCT-116 apés 48 h de tratamento
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Legenda: Percentual de células marcadas com Hoechst 34580 apos tratamento com AMTAC-19 (10 ou 20 pM)
por 48 h. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata. Analise de
Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Dunnett. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas significativas
entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora
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A Figura 31 apresenta imagens representativas dos diferentes grupos
experimentais corados com Hoechst 34580. A condensacéo da cromatina observada

evidencia a inducdo de apoptose nas células tratadas com AMTAC-19.

Figura 31. Imagens representativas da avaliacdo da apoptose por coloracdo com Hoechst 34580 em
células de carcinoma colorretal humano HCT-116 incubadas com AMTAC-19 (10 ou 20 uM) por 48 h
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Legenda: Fotomicrografias de células HCT-116 coradas com Hoechst 34580 apds 48 h de tratamento com
AMTAC-19 (10 ou 20 pM). A coloracdo intensa indica condensag¢do de cromatina e fragmentagdo nuclear,
caracteristicas de apoptose.

Fonte: elaborado pela autora
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5.9 Efeito do AMTAC-19 na sobrevivéncia de células HCT-116 através do ensaio

clonogénico

Para realizar o ensaio de formacdo de colonias foram escolhidas trés
concentracdes nao citotoxicas, determinadas a partir da curva do calculo da ICso (200
— 3,12 yM). Este ensaio permitiu avaliar o efeito inibidor do tratamento com AMTAC-
19 sobre a capacidade de formacédo de colbnias e sobrevivéncia de células HCT-116.
O tratamento foi realizado com concentra¢des néo citotoxicas de 0,39, 0,78 e 1,56 uM
do AMTAC-19, e as células foram incubadas por um periodo de 48 horas. Os
resultados obtidos para a linhagem HCT-116, mostraram que o AMTAC-19 (1,56 pM:
85,59 + 4,65%, p < 0,05) reduziu significativamente a formacdo de colonias nessa
concentracdo, quando comparado ao grupo controle (100,00 * 2,09%). Por outro lado,
nao foram observados efeitos significativos nas concentra¢des de 0,39 uM (94,18 +
2,35%, p < 0,05) e 0,78 pM (92,85 * 3,15%, p < 0,05) em comparacdo com 0 grupo
controle, demonstrando que o0 composto nestas concentracdes nao interferiu na

sobrevivéncia das células HCT-116 (Figura 32).
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Figura 32. Ensaio de formacao de colénias em células de carcinoma colorretal humano HCT-116 apés
o tratamento com AMTAC-19 (0,39, 0,78 ou 1,56 uM)
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Legenda: (A) Imagens representativas do ensaio de formacao de coldnias em células de carcinoma colorretal
humano HCT-116 apo6s o tratamento com o AMTAC-19. Em (B) a respectiva analise quantitativa do percentual de
colénias formado nas concentra¢des testadas de 0,39, 0,78 e 1,56 uM. Os resultados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média (EPM) em triplicata, analisados por Andlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey. Letras diferentes (a, b) indicam diferengas significativas entre os grupos (p < 0,05).

Fonte: elaborado pela autora
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5.9 Avaliacdo da toxicidade aguda em embrides e larvas de peixe-zebra

A taxa de sobrevivéncia de embrides e larvas de peixe-zebra apds exposicéo a
100 uM de AMTAC-19 por 96 h foi de 90%, enquanto para o meio E3 (controle interno)
e 0s grupos controle DMSO a 0,1% (controle de solvente) esse numero foi de 80%
para ambos (Figura 33). O unico efeito letal observado em todos os tratamentos foi a
falta de batimentos cardiacos. Nenhum outro desfecho de letalidade (coagulacdo do
ovo, falta de formacdo de somitos e ndo desprendimento do broto da cauda) ou
quaisquer alteracdes morfologicas (efeitos ndo letais) nos embrides e larvas expostos
ao AMTAC-19 ou controles foram observados durante 96 h de exposigao (Figura 34).
Diante do exposto, é possivel afirmar que a CLso (concentracdo letal mediana) para
96 h de exposicdo de embrides/larvas de peixe-zebra ao AMTAC-19 é maior que 100
MM.

Figura 33. Taxas de sobrevivéncia de embribes e larvas de peixe-zebra expostos a 100 uM de
AMTAC-19 ou amostras de controle (meio E3 e DMSO 0,1%) ap6s 96 h
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Legenda: O embrido/larva foi considerado morto a partir da verificacdo dos seguintes pontos de letalidade:(i)
coagulacdo do ovo; (i) auséncia de formacdo do somito; (iii) ndo deslocamento da base da cauda; e/ou (iv) falta
de batimentos cardiacos, de acordo com a recomendacdes do teste FET n° 236 (OECD, 2013).

Fonte: elaborado pela autora
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Figura 34. Imagens representativas de embrides e larvas de peixe-zebra apés a exposi¢do a AMTAC-
19 (100 uM) ou DMSO (0,1%) e controle de meio E3, durante 96 h

Legenda: Organismos com desenvolvimento normal expostos ao meio E3 (A-D), DMSO 0,1% (E-H) e AMTAC-19
(I-L) apés 24 (A, E, 1), 48 (B, F, J), 72 (C, G, K) e 96 (D, H, L) horas.
Fonte: elaborado pela autor
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Discussao
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6 DISCUSSAO

O céancer colorretal (CCR) tem uma incidéncia global significativa e é
responsavel por altas taxas de mortalidade por cancer (KHAN, 2018). Como resultado,
a busca por novas alternativas terapéuticas permanece incessante (KHAN, 2018;
VASAN; BASELGA; HYMAN, 2019). Neste contexto, os compostos de espiro-acridina
surgiram como candidatos promissores, sendo extensivamente investigados por seu
potencial na terapia antitumoral (DUARTE et al., 2020a; SILVA et al., 2019c).

O derivado espiro-acridina (E)-1'-((4-bromobenzilideno)amino)-5"-oxo-1',5'"-
diidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila  (AMTAC-19) foi previamente
sintetizado e demonstrou citotoxicidade significativa na linhagem de células de cancer
colorretal HCT-116 (metade da concentracgao inibitoria média, Clso = 10,35 + 1,66 uM)
por meio de parada do ciclo celular, de alteracédo do estado redox celular e de inducéo
de apoptose (DE SOUSA et al., 2024). Para a melhor caracterizagéo do efeito anti-
CCR do AMTAC-19, no presente estudo foram realizados ensaios de modelagem
molecular e testes in vitro utilizando a linhagem de células tumorais humanas HCT-
116. Em adicdo, também foram realizados ensaios de toxicidade néo clinica em
embriGes e larvas de peixe-zebra (Danio rerio).

Para os ensaios in vitro, foi utilizada como droga padré&o a doxorrubicina (DXR).
A DXR, conhecida como adriamicina, derivada do Streptomyces peucetius,
considerada o principal agente antitumoral da classe das antraciclinas (KCIUK et al.,
2023; SRITHARAN; SIVALINGAM, 2021), usada amplamente no tratamento de

diferentes tipos de canceres, como mama (ZENG et al., 2023), ovario (S. et al.,

2022), sarcomas (LIU et al., 2022), cérebro (ALHOWAIL et al., 2019), colorretal
(EMAMI et al., 2019), melanoma (VENDRAMIN et al., 2021), leucemia (GHELLI
LUSERNA DI RORA et al., 2023) e linfoma (PICARDI et al., 2022). Esse farmaco induz
morte celular por diferentes mecanismos intracelulares, como a inibicdo da
topoisomerase Il (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020), a liberagéo do citocromo ¢
pela mitocdndria, a intercalacdo no DNA, o aumento da alquilacdo e a geragédo de
radicais livres que culminam em estresse oxidativo (PETER et al.,, 2022).
Adicionalmente, a DXR pode atuar na modulacdo da atividade de proteinas
sinalizadoras pertencentes as vias de sinalizagéo envolvidas no seu efeito antitumoral,

incluindo as Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKs) (CHEN et al., 2018;
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WEI; XIAOJUN; PEILONG, 2020; ZHANG et al., 2021c), do Fator Nuclear kappa B
(NF-kB) (STRZESZEWSKA et al., 2018) e da Proteina Cinase B (PKB/AKT)
(GHANEM et al., 2020) e Proteina linfoma/leucemia de células B-2 (BCL-2) (VU et al.,
2020) . Neste contexto, a DXR tem sido utilizada como controle em varios estudos por
induzir apoptose associada ao efeito anticancer (BOJKO et al., 2019; YANG et al.,
2019b; ZHU; LIN, 2020).

Como mencionado, o0 AMTAC-19 induz citotoxicidade de células HCT-116 por
meio da inducdo da apoptose (DE SOUSA et al., 2024). De fato, este é um dos
principais mecanismos antitumorais pelos quais os derivados da acridina atuam
(BOROWA-MAZGAJ et al., 2017; CHEN et al., 2019; FU et al., 2017; GIREK et al.,
2019; ZHANG et al., 2019a). A apoptose é uma forma de morte celular programada
essencial para a manutencdo da homeostase celular. Esse processo envolve duas
vias de sinalizacédo, conhecidas como via intrinseca e via extrinseca (BALAJI et al.,
2021; KUROWSKA; MLYCZYNSKA; RAK, 2019), ambas podendo ser ativadas por
estimulos como estresse oxidativo (DE et al., 2019; REDZA-DUTORDOIR; AVERILL-
BATES, 2016). No cancer, a apoptose é uma estratégia terapéutica fundamental dos
principais mecanismos de acdo de agentes anticancer, que induzem alteragdes no
DNA, ativam moléculas pré-apoptéticas e promovem a morte celular. Neste cenario,
a investigacao da apoptose € essencial na descoberta de novas drogas antitumorais
(CUl et al., 2018; REN et al., 2017; SUN et al., 2018).

Diante disto e, sabendo que este processo de morte celular pode ser mediado
por uma variedade de proteinas, como as MAPKSs, o NF-kB, a PKB/AKT e a BCL-2,
realizou-se ensaios de modelagem molecular entre o AMTAC-19 e as estruturas
cristalograficas dessas proteinas.

O docking molecular € uma técnica computacional que permite prever a
interacdo e a energia de ligacdo entre moléculas e um alvo proteico especifico. Essa
ferramenta possibilita identificar, entre diferentes moléculas, aquela com maior
afinidade pelo alvo (PINZI; RASTELLI, 2019). Na pesquisa por novas drogas, essa
metodologia se destaca como um recurso importante para realizar triagens virtuais e
investigar possiveis interacées entre novos compostos e alvos moleculares expressos
em diferentes doencas, como o cancer (CAVA; CASTIGLIONI, 2020), o que contribui
para o desenvolvimento de novos medicamentos.

As MAPKSs, dentre elas as Proteinas Cinase Reguladas por Sinal Extracelular

(ERK), as Proteinas Cinase N-terminal de c-Jun (JNK) e as Proteinas Cinase Ativadas
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por Mitégenos p38 (MAPK p38), tém sido amplamente investigadas como alvos para
acao de potenciais farmacos antitumorais (ABDELRAHMAN et al., 2021; BRAICU et
al., 2019; LEE; RAUCH; KOLCH, 2020a) por estarem envolvidas em diversos
processos biolégicos, como proliferacdo celular, diferenciacdo, sobrevivéncia,
inflamacdo e apoptose (WEI et al.,, 2021). Estas enzimas exercem seus efeitos
bioldgicos por meio da fosforilacéo de alvos proteicos (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020a),
promovendo, por exemplo, aumento de proteinas pro ou anti-apoptéticas (SUGIURA,;
SATOH; TAKASAKI, 2021; YUE; LOPEZ, 2020a) caracteristicos do papel dual destas
proteinas no cancer (JENKINS et al., 2021; MARTINEZ-LIMON et al., 2020; YUAN et
al., 2020).

As ERK, tendo como isoformas classicas ERK1 e ERK2, desempenham um
papel crucial na cascata de sinalizacdo, transmitindo sinais extracelulares para seus
alvos intracelulares em resposta a estimulos estressores (GUO, YAN-JUN et al., 2020;
MAIK-RACHLINE; HACOHEN-LEV-RAN; SEGER, 2019). No cancer, tem sido
observado o papel dual dessas proteinas (GONG et al., 2018; GUO et al., 2021; SU
et al., 2022). Neste contexto, investigou-se as possiveis interagcdes moleculares entre
AMTAC-19 e a proteina ERK1. Os resultados do estudo in silico mostraram uma
interacdo favoravel entre AMTAC-19 e esta proteina por meio de residuos de
aminoacidos que também estdo envolvidos no acoplamento do inibidor carbamato de
piridina (Ligante do Protein Data Bank - PDB) ou da DXR (Leul56, Ala52, lle31,
Thrl10 e Aspl1l) a esse alvo. Além disso, AMTAC-19 demonstrou interagdo com o
sitio ativo de ERK1 por meio de Cys166, que € um residuo crucial para 0 mecanismo
de inibicdo e regulacdo da atividade de ERK (SOLOMON; ALMNAYAN; LEE, 2017).
Conforme relatado por Gao et al. (2022) (GAO et al., 2022), a buxifoliadina E, um
composto de acridina, interage com o segmento catalitico da proteina ERK por meio
de ligacbes de hidrogénio entre os residuos Lys54 e Glu71 e pela interagcdo com
Aspl67 no segmento KDD da porcéo catalitica desta enzima. Além disso, Boshta et
al. (2024) (BOSHTA et al., 2024) sintetizaram derivados de 1,3,5-trisubstituidos-1H-
pirazol, nomeadamente os compostos 6, 7, 10a, 10c e 10d, que exibiram
citotoxicidade significativa contra as linhagens celulares humanas de céncer de
préostata (PC-3) e de mama (MCF-7). Na analise de docking molecular, observou-se
gue os compostos 6, 10a e 10d, os mais citotoxicos nos ensaios in vitro, foram
capazes de interagir com a proteina ERK por meio dos residuos Ala52, Thrl110 e
Asplll.
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A proteina cinase JNK possui trés principais isoformas (JNK1, JNK2 e JNK3),
codificadas por genes distintos e localizadas em diferentes cromossomos, que
desempenham papéis essenciais na regulacéo da expressao génica e na resposta a
estimulos de estresse celular (MAIK-RACHLINE; WORTZEL; SEGER, 2021; WU et
al., 2019). No cancer, a JNK desempenha um papel dual, podendo atuar como um
supressor tumoral, ao induzir a apoptose celular, ou como promotora da
tumorigénese, ao estimular a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e fatores de
crescimento (PETROVA et al., 2018). No microambiente tumoral de tumores solidos,
como no CCR, as baixas concentracdes de nutrientes e oxigénio induzem um estado
de hipdxia, que é um fator desencadeante para a ativacdo da via de JNK envolvida
nos processos de promogao tumoral (TAM; WU; LAW, 2020). Assim, considerando a
JNK como um alvo importante na pesquisa de novos farmacos anti-CCR, analisou-se
0s possiveis acoplamentos entre o AMTAC-19 e a JNK1.

Foram observadas interacfes favoraveis entre AMTAC-19 e a proteina alvo por
meio de interacdes hidrofébicas entre os residuos de aminoacidos lle32, Vall58,
Leul68, Ala53, Met108, Val40 e Lys55, semelhante as interacfes estabelecidas pela
DXR ou pelo inibidor pirazoloquinolona (Ligante do PDB). Além disso, 0 composto
exibiu interacdes estéricas por meio do residuo Metl08, que sdo essenciais para a
atividade da enzima e responsaveis pelo controle da funcéo catalitica (KURNIAWAN
et al, 2021; SUGARA et al, 2021). Malki et al. (2015) obtiveram novos
tiossemicarbazidas e 1,3,4-oxadiaz0is e avaliaram seus efeitos citotoxicos contra a
linhagem celular de cancer mamario humano MCF-7. Entre os compostos testados,
2-(3-(4-clorofenil)-3-hidroxibutanoil)-N-fenil-hidrazinocarbonotioamida, designado
como 4c, apresentou a maior citotoxicidade e, apés analise de docking molecular,
mostrou interacdes favoraveis com os residuos lle32, Leul68 e Vall58 de JNK1
(MALKI et al., 2015).

A via p38 MAPK ¢ ativada principalmente por sinais de estresse e estimulos
inflamatorios, desempenhando fungdes cruciais na manutencdo da homeostase
celular em diversos tecidos, como os sistemas nervoso e cardiovascular, aléem de estar
envolvida em processos relacionados ao cancer (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020a). As
p38 MAPK sao codificadas por genes distintos em 4 isoformas: p38a, p38p, p38y e
p380 (KUDARAVALLI; DEN HOLLANDER; MANI, 2022). A p38a MAPK é amplamente
expressa em diversos tipos celulares, enquanto as outras isoformas tém expressao

mais restrita a tecidos especificos (MARTINEZ-LIMON et al., 2020). Por exemplo, a
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p38B MAPK é predominante no cérebro, a p38y MAPK é encontrada principalmente
em musculos esqueléticos, e a p380 MAPK esta presente em 6rgdos como rins,
pancreas, intestino delgado e testiculos (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2021). As p38
MAPK desempenham um papel duplo, podendo tanto mediar a sobrevivéncia celular
guanto promover a morte celular, dependendo dos mecanismos envolvidos (STEFANI
et al., 2021). Com base no potencial da p38a MAPK no desenvolvimento e na
manutencdo do céancer colorretal, foram investigadas as possiveis interacdes
moleculares entre 0 AMTAC-19 e essa isoforma da p38 MAPK.

As interacdes favoraveis observadas entre a proteina p38a MAPK e o AMTAC-
19 envolveram residuos de aminoacidos associados ao sitio catalitico desta enzima
(interagcBes hidrofobicas: Vall58, lle116 e Cys119; ligacBes de hidrogénio: Alalll,
Gly110 e llel116; e interacdes estéricas: GIn120, Cys119 e Cys162) (PATEL et al.,
2004; POUS et al., 2023). Da mesma forma, o residuo llel16 esta envolvido na
interacéo entre p38a MAPK e a DXR ou ligante doramapimod (BIRB-796), um inibidor
seletivo desta proteina. Kaboli et al. (2019) avaliaram a intera¢éo entre berberina, um
composto alcaloide estruturalmente semelhante aos agentes intercalantes de DNA, e
p38a MAPK. Esses autores observaram que a berberina interage com p38a MAPK
por meio do residuo Gly110, que também esta envolvido na interacdo entre o AMTAC-
19 e esta enzima (JABBARZADEH KABOLI et al., 2019).

A superativacdo da ERK1/2 e da JNK é observada no CCR (BEN HAMOUDA,;
ESSAFI-BENKHADIR, 2023). No entanto, o papel duplo de ERK1/2 e JNK em varios
tipos de cancer foi amplamente relatado (YUE; LOPEZ, 2020b). Assim, a estimulacio
da atividade dessas cinases pode estar envolvida em efeitos pré-tumorais ou
antitumorais, incluindo no CCR (FERREIRA et al., 2023c; XU; HU, 2020). O
envolvimento de MAPK na inducdo da morte de células tumorais foi relatado, o que
depende do tipo de célula e do estimulo (CAGNOL; CHAMBARD, 2010). Em células
CCR, a ativagdo de ERK1/2 e JNK esta associada a ativacdo da apoptose (REN et
al., 2021; SUGIURA; SATOH; TAKASAKI, 2021; TAKAC et al., 2020; VARGA et al.,
2022). Atualmente, varios estimulos tém sido associados a esse efeito indutor de
morte de células tumorais mediado pela ativacdo de ERK1/2 e JNK, que inclui a
geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) (D’'SOUSA COSTA et al., 2017;
MOHEBALI et al., 2020; WANG et al., 2022).

A PKB/AKT €& uma cinase serina-treonina que participa de diversas vias

celulares essenciais, como sobrevivéncia, proliferacdo, invasdo, apoptose e
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angiogénese (SHARIATI; MERIC-BERNSTAM, 2019). Embora a fosfatidilinositol-3
quinase (PI3K) seja o principal regulador da ativacao de PKB/AKT, diversos estimulos
e cinases iniciam a sinalizagdo de PKB/AKT, promovendo o crescimento e a
sobrevivéncia celular (HE et al., 2021). Aléem de seu papel essencial na fisiologia
celular normal, diversos estudos demonstraram a ativacao da cascata de PKB/AKT
em diferentes tipos de cancer. No CCR, a via PI3K/AKT tem um papel fundamental na
inducéo do processo de transicéo epitélio-mesenquimal (EMT) durante a progressao
do CCR, promovendo a regulacéo positiva de fatores de transcricdo especificos de
EMT (MAHARATI; MOGHBELI, 2023), que contribuem para a metastase, e
conseqguentemente resisténcia aos tratamentos (GALLYAS; SUMEGI; SZABO, 2020).
Devido a sua relevancia no cancer, a proteina PKB/AKT tem sido considerada um alvo
terapéutico promissor para o tratamento dessa doenca.

Neste contexto, foram analisadas as interacfes entre o0 alvo PKB/AKT e o
AMTAC-19, que apresentaram valores significativos de energia de interacdo e
probabilidade, sugerindo um acoplamento favoravel. Essa interagcdo envolveu
residuos de aminoacidos (Tyr231, Lys156 e Asp441), que favorece a inibicdo do alvo
proteico. Para o ligante do PDB, o 8-[4-(1-aminociclobutil)fenil]-9-fenil-2H-
[1,2,4]triazolo[3,4-f][1,6]naftiridina-3-ona (MK-2206), o encaixe molecular envolveu
diferentes residuos de aminoacidos como Tyr327, Tyr316 e Lys277. De forma
semelhante, a DXR também apresentou residuos especificos de interagdo com
PKB/AKT (Asp293, Asp275, Phe294, Gly295, Asn280, Glu200, Thr199, Arg274),
mostrando que cada composto tem residuos criticos distintos com a proteina alvo.
N&o foram encontrados dados de docking molecular relacionados a interacao entre
derivados acridinicos ou compostos estruturalmente semelhantes ao AMTAC-19 e a
PKB/AKT. No entanto, analises in silico dessa interacao estédo disponiveis para outras
classes de compostos.

Danni Ramdhani e Resmi Mustarichie (2021) realizaram um estudo in silico
com Brevilin A, um composto ativo com estrutura de sesquiterpenos de lactona
derivado da Centipeda minima (Asteraceae) e a proteina PKB/AKT. Na analise de
acoplamento molecular entre Brevilin A e o alvo proteico foram observadas interagbes
de hidrogénio favoraveis associadas ao residuo de aminoéacido Lys156, que inferem
na sua atividade anticancer, semelhante a interacdo entre a proteina PKB/AKT e o
AMTAC-19 (RAMDHANI; MUSTARICHIE, 2021).
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O NF-kB é um fator de transcricdo nuclear que esta envolvido em diversas
funcdes biologicas, incluindo proliferacéo celular, diferenciacdo, metastase, resposta
imune e apoptose (PFLUG; SITCHERAN, 2020; ZHANG; LENARDO; BALTIMORE,
2017). A familia de proteinas do NF-kB podem ser formadas por homodimeros ou
heterodimeros, sendo o p50/p65 o principal heterodimero responsavel pela
transcricdo genética (ZHANG et al., 2021b). A via de sinalizacdo do NF-kB tem sido
associada ao desenvolvimento de colite e cancer colorretal associado a colite, através
da ativagdo da via ndo candnica, que desencadeia o processo de inflamacao do célon
(ALLEN etal., 2012; WU et al., 2024). Diante disso, analisamos as possiveis previsdes
de acoplamento entre o AMTAC-19 e o heterodimero p50/p65. Foram observadas
interacbes favoraveis entre o AMTAC-19 e o alvo, atreladas aos residuos de
aminoacidos Argl187 e Arg33. Além disso, 0 AMTAC-19, a DXR e o ligante 4-metil-N1-
(3-fenilpropil)benzeno-1,2- diamina (JSH-23), utilizado em nosso estudo como
molécula padrdo de interacdo com o NF-kB (p50/p65), exibiram interacoes
hidrofébicas por meio do residuo Lys218, que é essencial para a atividade da enzima
e responsavel pelo controle da funcdo catalitica. Nao foram identificados dados de
docking molecular envolvendo a interacdo entre derivados acridinicos ou compostos
estruturalmente relacionados ao AMTAC-19 e a NF-kB (p50/p65). No entanto, estao
disponiveis resultados de analises in silico dessa interacao para outros compostos.

Na pesquisa de Fontana e colaboradores (2022), foi realizada a sintese de
derivados do lupeol, um triterpeno, denominados de compostos 9 e 11, que exibiram
citotoxicidade significativa nas linhagens de células humanas de leucemia (HL60) e
de leucemia multirresistente (HL60R). Na andlise de docking molecular, observou-se
gue o composto 11 apresentou maior capacidade de interagir com a subunidade p65
do NF-kB, por meio dos residuos Argl87 e Lys218, enquanto o composto 9 interagiu
com os residuos Arg33 e Argl87. Ambas moléculas foram capazes de modificar a via
molecular do NF-kB, impedindo sua ativagao e tornando as células mais sensiveis aos
medicamentos quimioterapicos padrao (FONTANA et al., 2022). Além disso, Subaiea
et al. (2023) avaliaram a interagéo entre a combinag¢ao do ganetespib (GAN) (inibidor
de hsp90) e o metotrexato (MTX) (inibidor da enzima diidrofolato redutase) com o NF-
kB. Esses autores observaram que o composto GAN interage com o NF-kB por meio
do residuo Argl87, e o MTX com os residuos Lys218 e Argl87, e que a associacao

destes compostos favorece o encaixe molecular com o alvo, induzindo o efeito de
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inibicdo da via de sinalizacdo do NF-kB em linhagem de células de adenocarcinoma
pulmonar humano (A549) (SUBAIEA et al., 2023).

As proteinas da familia BCL-2 tém um papel fundamental na regulacdo da
apoptose, desempenhando fun¢bes tanto pro-apoptéticas quanto antiapoptoticas
(CAMPBELL; TAIT, 2018). A superexpressdo ou ativacdo anormal de proteinas
antiapoptoticas dessa familia, como BCL-2, MCL-1 e BCL-XL, combinada a reducéo
da expressdo de membros pré-apoptoticos, é frequentemente observada em casos
de linfomas e leucemias (ZHANG et al., 2017), gliomas (RAHMAN et al., 2020), cancer
de mama (BESSOU et al., 2020), mieloma multiplo humano (MM) (PARRONDO;
PAULUS; AILAWADHI, 2022), melanoma (LUCIANO et al., 2021) e cancer colorretal
(SCHERR et al., 2020). Essa alteracdo esta diretamente relacionada a sobrevivéncia
e proliferacdo de células cancerosas, além de contribuir para a resisténcia aos
tratamentos disponiveis. Assim, o desenvolvimento de inibidores seletivos que sejam
eficazes contra células tumorais e apresentem baixa toxicidade em células normais
continua sendo um desafio significativo (ZHANG; LU; ZHAO, 2021).

Neste cendrio, avaliou-se as possiveis interacdes moleculares entre 0o AMTAC-
19 e a proteina BCL-2. Em relacdo ao acoplamento entre AMTAC-19 e a BCL-2, foi
possivel observar que houve interacéo favoravel entre o alvo e o ligante, destacando
o envolvimento do residuo de aminoacido Leu96, que também esta presente na
interacdo entre o alvo e a DXR, e o ligante do PDB, o inibidor fenil
tetrahidroisoquinolina. N&o foram encontrados dados de docking molecular
relacionados a interacao entre derivados acridinicos ou compostos estruturalmente
semelhantes ao AMTAC-19 e a BCL-2. Contudo, héa resultados disponiveis de estudos
in silico envolvendo essa interacdo para outros compostos.

Ibrahim et al. (2019) avaliaram a interacdo entre apigenina, um composto
alcaloide derivado da Matricaria chamomilla (Asteraceae) e a proteina BCL-2. Esses
autores observaram que a apigenina interage com BCL-2 por meio do residuo Leu96,
gue também esta envolvido na ligacdo entre 0 AMTAC-19 e esta enzima (IBRAHIM et
al.,, 2022). Além disso, Kumar e colaboradores (2015) investigaram diferentes
compostos fitoquimicos e o seu potencial antitumoral in silico associados a interacao
com as proteinas BCL-2. Foi observado acoplamento molecular favoravel entre o
composto gingerdione, derivado de Zingiber officinale (Zingiberaceae) e a proteina
BCL-2 por meio de interagdes hidrofobicas com o residuo de aminoacido Leu96

presente no sitio de ligacdo da proteina alvo (Mala et al., 2015).
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Hamdy e colaboradores (2017), na busca por sintetizar potenciais agentes
anticancer inibidores pro-apoptoticos de BCL-2, projetaram uma série de 5-(1H-indol-
3-il)-N-aril-1,3,4-oxadiazol-2-aminas ~ (8a—j). No  estudo in  silico, 0s
compostos 8a e 8e apresentaram afinidade de interagdo com a proteina BCL-2
semelhante ao inibidor BCL-2 com atividade antitumoral conhecida, gossipol. Essa
atividade esta associada ao encaixe molecular dos compostos 8a e 8e com o sitio de
ligacdo hidrofébico de BCL-2 por meio de interagBes importantes entre o residuo
Leu96 e o grupo amina extracelular (NH) presentes no sitio de ligacdo da proteina
alvo, sendo estes compostos candidatos para desenvolvimento de novos agentes
inibidores de BCL-2 (HAMDY et al., 2017).

Nossos resultados de docking molecular sugerem que as proteinas
investigadas sdo alvos moleculares potenciais para o efeito anti-CCR do AMTAC-19.
Nesse sentido, conduzimos testes in vitro para confirmar o envolvimento de ERK1/2,
JNK, p38 MAPK, PKB/AKT, NF-kB e BCL-2 na atividade antitumoral desse composto
espiro-acridinico.

A marcagédo de células HCT-116 com anticorpos anti-p-ERK1/2 e anti-p-JNK1
revela que o tratamento com AMTAC-19 induz a ativacdo dessas enzimas. Apoiando
o papel de ERK1/2 e JNK1 na citotoxicidade de AMTAC-19, o pré-tratamento com
inibidores de ERK1/2 (U0126) e JNK (SP600125) preveniu parcialmente o efeito
antiproliferativo de AMTAC-19. Esta descoberta corrobora o efeito antitumoral do
derivado de acridina benzimidazol N-{(1H-benzo[d]imidazol-2-il)metil}-2-butilacridin-9-
amina (8m), gue induziu apoptose mediada por ativacdo de JNK em células HCT-116
(CHEN et al., 2015). Da mesma forma, a bruceina D, um composto quassinoide, induz
apoptose e autofagia em linhagens de células de cancer de pulmao humano (A549 e
NCI-H292), mediadas pela geracdo de ROS e ativacdo de ERK e JNK (FAN et al.,
2020). Adicionalmente, Takac e colaboradores (2018) mostraram que a chalcona,
(2E)-3-(acridin-9-il)-1-(2,6 dimetoxifenil)prop-2-en-1-ona (1C) induziu aumento na
producdo das ROS, promovendo disfuncdo mitocondrial, danos ao DNA e apoptose
de células HCT-116, por meio da ativagéo das vias de sinalizagcdo das MAPK (TAKAC
et al., 2018). Portanto, nossos resultados demonstram que a ativagdo das proteinas
ERK1/2 e JNK1 esta envolvida no efeito antitumoral in vitro induzido por AMTAC-19.

Por outro lado, o uso de anticorpos anti-p-p38 MAPK e o pré-tratamento com o
inibidor p38 MAPK (PD 169316) revelaram que nao ha envolvimento de p38 MAPK no
efeito anti-CCR do AMTAC-19 em células HCT-116.
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Prosseguindo com a elucidacdo do mecanismo antitumoral in vitro do AMTAC-
19, investigou-se as vias de sinalizacao das proteinas BCL-2, PKB/AKT e NF-kB em
células HCT-116. A reducéo significativa na marcacgéo das células HCT-116 com o0s
anticorpos anti-p-BCL-2 sugere que o AMTAC-19 induz efeito antitumoral por inibir a
ativacao das proteinas antiapoptéticas BCL-2, favorecendo a inducao de senescéncia
e a morte celular. Corroborando com esse resultado, a pesquisa realizada por
Solomon e colaboradores (2017) sintetizaram 23 novos compostos hibridos (6-28),
analogos da quinacrina, formados pela unido estrutural do anel de 9-aminoacridina
com o sistema de anel de tiazolidina-4-ona, com a finalidade de obter compostos com
potencial efeito anticancer. O composto 11 (VR118) induziu apoptose em linhagens
de células de cancer de mama metastético triplo-negativo humano (MDA-MB231) ao
regular negativamente a proteina antiapoptética BCL-2 e regular positivamente as
proteinas pré-apoptéticas Bax e Bad (SOLOMON; ALMNAYAN; LEE, 2017).
Adicionalmente, o composto 4t-CHQ (N-(4-terc-butil-4'-oxo-1'H-espiro[ciclohexano-
1,2'-quinazolinal-3'(4'H)-il)-4-metilbenzeno sulfonamida), um composto espiro-
quinazolinona benzeno sulfonamida, induziu citotoxicidade em células-tronco KG1-a
semelhantes a leucemia mieloide aguda. O efeito antitumoral do 4t-CHQ foi
evidenciado pela reducdo significativa da expressdo de BCL-2 antiapoptética e
aumento nos niveis de Bax pré-apoptética, resultando na permeabilizacdo da
membrana mitocondrial e inducéo da apoptose por meio da via intrinseca (RAHIMIAN
et al., 2019).

Por outro lado, ndo houve diferenca significativa do percentual de células
marcadas com o0s anticorpos anti-p-PKB/AKT e anti-p-NF-kB, revelando que ndo ha
envolvimento das vias de sinalizacdo do PKB/AKT e NF-kB no efeito anti-CCR do
AMTAC-109.

Varios sinais podem modular a atividade de MAPK, incluindo ROS (KANDA et
al., 2021). Nossos dados anteriores demonstraram que AMTAC-19 reduz a producéo
de ROS apos 48 h de tratamento. No entanto, dado que compostos antineoplasicos
podem induzir niveis aumentados de ROS nos estagios iniciais do tratamento e ativar
as vias de sinalizagdo de MAPKs (D’SOUSA COSTA et al., 2017), sugerimos que a
modulacdo do estado redox em ceélulas HCT-116, logo ap6s o tratamento com
AMTAC-19, pode estar ligada a inducao de estresse oxidativo e subsequente ativagéo
de MAPKs. Portanto, decidimos avaliar os niveis de ROS em intervalos de tempo
inferiores a 48 h (30 min, 1 h, 6 h, 12 h e 24 h) usando o ensaio de diacetato de 2,7-
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diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA). Niveis elevados de ROS foram observados
apos 30 min e 1 h de tratamento com AMTAC-19, seguidos por uma reducdo
progressiva nos niveis de ROS ap0ds esse periodo. Apoiando a evidéncia de que o
efeito anti-CCR do AMTAC-19 depende da producao inicial de ROS, o pré-tratamento
com N-acetilcisteina (NAC), um composto antioxidante (SAHASRABUDHE; TERLUK;
KARTHA, 2023), preveniu significativamente a citotoxicidade desta molécula. Chen et
al. (2015) relataram que um novo derivado de acridina benzimidazol, designado como
77, induziu a morte de células HCT-116 por meio da indu¢édo da producdo de ROS
(CHEN et al., 2015).

Diante dos resultados observados, € possivel inferir que 0 AMTAC-19 exerca
efeito anti-CCR in vitro mediado pela modulagédo, dependente de estresse oxidativo,
das proteinas ERK1/2, JNK e BCL-2.

Em condicdes fisioldgicas, a producéao e eliminacdo de ROS estédo equilibradas.
No cancer, as células tumorais apresentam altos niveis de ROS, que estédo envolvidas
em processos como induc¢do da proliferacéo celular e metastase (KIRTONIA; SETHI;
GARG, 2020; KLIESER et al., 2019; LIU et al., 2017a). Embora o estresse oxidativo
esteja associado a iniciacao e progressado do cancer, a producéo excessiva de ROS
em células tumorais também pode induzir a apoptose como resposta terapéutica
(YANG; CHEN; SHI, 2019a). Diversos medicamentos aumentam os niveis de ROS
intracelulares ao ativar vias de sinalizagdo, como as MAPKs (quinases ativadas por
mitdgenos), incluindo ERK 1/2, JNK e p38, que induzem um desequilibrio redox,
resultando na promocao da apoptose (DHANASEKARAN; REDDY, 2017; HUANG;
NAN, 2019; MOLONEY; COTTER, 2018; ZHANG et al., 2016).

Diante disso, para investigar qual a via de ativacdo da apoptose (intrinseca ou
extrinseca) é induzida pelo AMTAC-19 em células HCT-116, foi avaliado o potencial
da membrana mitocondrial (AWYm) por meio da microscopia confocal por coloragao
com cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina (JC-1).

Em células sem alteragdo do AWm, o corante lipofilico JC-1 se acumula na
matriz mitocondrial, formando agregados que emitem fluorescéncia vermelha.
Entretanto, quando ocorre perda do potencial mitocondrial devido & permeabilizacédo
da membrana mitocondrial, o corante se dissocia em monémeros que emitem
fluorescéncia verde e se dispersam no citosol (LI et al., 2024). Esse método permite
avaliar a ativacao da via intrinseca ou mitocondrial da apoptose, que é regulada por

alteracdes na permeabilidade da membrana (KUMAR et al., 2022).
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Os resultados demonstraram um aumento significativo na razdo entre a
fluorescéncia verde e vermelha nas células HCT-116 tratadas com o AMTAC-19,
indicando despolarizagdo mitocondrial e sugerindo a ativagcdo da apoptose por meio
da via intrinseca. Essa via é controlada por um equilibrio delicado entre proteinas pro-
apoptoéticas e antiapoptéticas, onde as proteinas pro-apoptéticas promovem a
formacao de poros na membrana mitocondrial, permitindo a liberacao de citocromo ¢
e SMAC (segundo membro da familia de antagonistas de inibidores de apoptose) para
o citosol, o que inicia a cascata apoptotica (OBENG, 2021; WOLF; SCHOENIGER,;
EDLICH, 2022). Assim, os achados indicam que o AMTAC-19 atua como um agente
indutor de apoptose por ativacdo da via intrinseca, destacando seu potencial na
promocao da morte celular programada em células tumorais.

Gao e colaboradores (2015)realizaram a sintese de uma série
de compostos de acridina benzimidazol (8a—8g) como novos ligantes de DNA e
inibidores de topoisomerase. Foi observado que o composto 8l mostrou a melhor
atividade contra células K562 (linhagem celular de leucemia mieloide crénica humana)
além de induzir alteragdo do AWm e consequente apoptose por meio da via
mitocondrial (GAO et al., 2015). De forma semelhante, o efeito antitumoral do derivado
de acridina benzimidazol (8m), envolve o aumento dos niveis de ROS, que promove
a despolarizacdo da membrana mitocondrial de maneira dependente de
concentracdo, além de ativar a via intrinseca da apoptose mediada por JNK em células
HCT-116 (CHEN et al., 2015). Em adicé&o, o estudo realizado por Wei e colaboradores
(2023) investigou o efeito apoptotico do composto 4, derivado de acridona, que exibiu
significativa atividade contra células Hep-G2 (linhagem celular de carcinoma
hepatocelular humano), além de induzir o aumento da fluorescéncia verde e
despolarizagdo mitocondrial, indicativo de morte celular por apoptose (WEI et al.,
2023).

Assim, sugere-se que o efeito antitumoral do AMTAC-19 em células HCT-116
envolve alteracdo do AWm com consequente ativacido da via intrinseca da apoptose,
de maneira dependente de ROS.

Assim, para melhor caracterizar o efeito apoptético induzido pelo AMTAC-19,
foi utilizada a coloracdo com o marcador nuclear Hoechst 34580, em conjunto com
microscopia confocal a laser. Essa técnica cria uma fonte de luz pontual utilizando
lasers, eliminando a luz desfocada e empregando comprimentos de onda especificos

para iluminar areas pequenas, permitindo capturar a fluorescéncia desejada,
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resultando em imagens de alta resolucdo (ELLIOTT, 2020; JAYAMOHANAN, 2022).
O aumento significativo da fluorescéncia nas células HCT-116 apés tratamento com
AMTAC-19, indicando condensacdo da cromatina, corrobora o efeito pré-apoptotico
induzido por esta molécula.

De forma semelhante, o composto 9-fenil acridina (ACPH) exibiu alteracdes
indicativas de apoptose como, encolhimento celular, condensacdo da cromatina e
fragmentacdo internucleossébmica em células A375 (linhagem celular humana de
melanoma maligno) expostas ao tratamento com este composto (HANSDA; GHOSH,;
GHOSH, 2020). Também, Zhang e colaboradores (2019), sintetizaram uma série de
novos derivados de acridina N-fenilbenzamida-4-metilamina (9a-9f), que exibiram
atividade antitumoral contra linhagem de células de leucemia linfoblastica aguda
humana (CCRF-CEM). No ensaio de coloracdo com Hoechst 34580, o composto 9b
induziu alteragdes morfologicas caracteristicas de apoptose nas células CCRF-CEM
(ZHANG et al., 2019a).

Adicionalmente, para avaliar as alteragcbes na sobrevivéncia e proliferacao
celular induzida pelo AMTAC-19 em células HCT-116, foi utilizado o ensaio
clonogénico, uma técnica laboratorial in vitro amplamente usada para analisar a
capacidade proliferativa das células individuais de formar novas colbnias. Essa
abordagem é frequentemente empregada para avaliar a resposta celular a agentes
terapéuticos e substancias citotoxicas (BURYSKA et al., 2023).

Os resultados do ensaio clorogénico mostraram que o composto AMTAC-19
apresentou uma reducao significativa na capacidade de formac&o de colénias das
células HCT-116, especialmente na concentracdo de 1,56 uM (correspondente a 1/8
da Clso). Corroborando com esse resultado, os novos derivados de acridina N-
acilhidrazona (3a e 3c) foram sintetizados como potenciais inibidores da
topoisomerase I/lIl. No ensaio de colénia na concentragao de 50 uM (correspondente
a Clso), esses compostos reduziram significativamente a capacidade clonogénica e a
sobrevivéncia de células da linhagem celular A549 (VILKOVA et al., 2022). De forma
semelhante, Nunhart e colaboradores (2020) sintetizaram uma série de novos
derivados de acridina 3,6,9-trisubstituidos com substituintes de flGor no anel fenil,
denominados 8a-8d. No teste clorogénico, os compostos 8b e 8d exibiram efeito
inibidor na formagao de coldnias na maior concentragao (50 uM), levando a diminuigao
significativa da proliferacdo e sobrevivéncia das células A549 (NUNHART et al., 2020).

Esses achados indicam um efeito promissor do AMTAC-19 como um inibidor de



129

sobrevivéncia celular e clonogenicidade em células HCT-116. Este efeito sugere que
0 composto pode atuar interrompendo processos necessarios para proliferacao
celular, mostrando-se relevante para o desenvolvimento de terapias anticancer.

Apesar dos avangos no conhecimento das caracteristicas do cancer e do
desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas, o numero de mortes por cancer
continua aumentando (KHAN, 2018). Isso por que muitas terapias sdo invasivas ou
inespecificas, o que reflete em potencial toxicidade (DE ALMEIDA et al., 2015).

Nesse contexto, vislumbrando o potencial antitumoral de compostos
acridinicos, diversos compostos dessa classe vém sendo sintetizados e testados em
relacdo a atividade antitumoral e toxicidade (BATISTA, 2019; DUARTE et al., 2020a;
LISBOA et al., 2019; MANGUEIRA, 2019; SILVA et al.,, 2019a; SOUSA, 2019),
objetivando o desenvolvimento de novos agentes anticancer mais eficazes e menos
téxicos (DE MELO REGO et al., 2017).

Diante disso, avaliou-se a toxicidade do AMTAC-19 em modelo de peixe-zebra
(Danio rerio). Este animal € um organismo vertebrado usado como modelo de doenga
humana para toxicologia, angiogénese, danos ao DNA, cancer, envelhecimento e
triagem de drogas (DUAN et al., 2017) por apresentarem semelhancas fisioldgicas e
genéticas ao ser humano (HORZMANN; FREEMAN, 2018).

Para isto, foi realizado o teste de toxicidade em embrides de peixe (teste FET)
de acordo com o Guia n°® 236 da Organizacéo para a Cooperacéo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD) (2013) que visa determinar a toxicidade aguda ou letal de
produtos quimicos em estagios embrionarios (OECD, 2013).

De acordo com a metodologia do teste FET, os embrides devem ser expostos
ao composto quimico teste e avaliados diariamente por um periodo de 96 horas,
observando os parametros de letalidade, como a coagulacdo do embrido, falta de
somitos, ndo descolamento da base cauda e falta de batimentos cardiacos
(BAMBINO; CHU, 2017). Em adig&o, ap0s o periodo de exposi¢do, a concentragdo
letal média (CLso) € estimada pelos resultados dos indicativos de letalidade (KOENIG
et al., 2016).

O tratamento de embrides/larvas de peixe-zebra com 100 uM do AMTAC-19
(aproximadamente 10 vezes a Clso em células HCT-116) por 96 horas de exposicao,
nao causou morte dos animais, estimando que a CLso do composto foi maior que 100
MM. Entéo, pode-se inferir que 0 mesmo apresenta baixa toxicidade aguda nesse

modelo nao clinico, indicando ainda, considerando o valor da Clso em células tumorais
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HCT-116 (10 uM), que a molécula teste apresenta seletiva toxicidade as células
tumorais. Os resultados em peixe-zebra para os compostos espiro-acridinicos (E)-1'-
((4- clorobenzilideno)amino)-5'-oxo-1',5'-diidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-  4'-
carbonitrila  (AMTAC-06), (E)-1’-((4-fldorbenzilideno)-amino)-5'oxo-1,5’diidro-10H-
espiro[acridina9,2’-pirrol]-4’carbonitrila (AMTAC-07) e (E)-5-oxo0-1'-((3,4,5-trimetoxi-
benzilideno)amino)-1',5'-dihidro-10Hespiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila
(AMTAC-17) corroboram os resultados do AMTAC-19 por exibirem baixa toxicidade
no mesmo modelo avaliado (BATISTA, 2019; DUARTE et al., 2020a; SILVA et al.,
2019b). Este resultado fornece informacgdes importantes sobre a seguranca deste
composto, uma vez que o teste de embriotoxicidade do peixe-zebra € um bom preditor
de toxicidade quimica para animais vertebrados (ALI; MIL; RICHARDSON, 2011,
CASSAR et al., 2020; HILL et al., 2005; SHEN; ZUO, 2020).

Os dados obtidos evidenciam a relevante atividade antitumoral in vitro do
AMTAC-19 contra a linhagem de células de carcinoma colorretal humano HCT-116,
bem como sua baixa toxicidade em modelo de peixe-zebra. Esses resultados
incentivam a realizagdo de novos estudos para uma caracterizagdo mais detalhada

do perfil de toxicidade e da atividade anti-CCR.
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Conclusoes
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7 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, pode-se concluir que o AMTAC-19
apresentou um efeito antitumoral significativo in vitro na linhagem celular HCT-116
(cancer colorretal humano, CCR). Esse efeito envolve as Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS), que tém a capacidade de ativar diferentes vias de sinalizacéo celular,
incluindo as Cinases 1 e 2 Reguladas por Sinal Extracelular (ERK1/2) e a Cinase N-
terminal c-Jun (JNK). A ativacdo dessas enzimas esta relacionada a processos
celulares cruciais, incluindo a inducdo de apoptose em células tumorais.

Com base nessa interacdo entre ROS e MAPKSs, propusemos que as alteracdes
redox iniciais induzidas pelo tratamento com AMTAC-19 desempenham um papel
fundamental na ativacdo de ERK1/2 e JNK. Além disso, o composto demonstrou
modular a regulacao das proteinas BCL-2, ativando proteinas pro-apoptoticas. Esses
efeitos podem levar a apoptose subsequente em células HCT-116. As implicacdes
desses achados séo significativas, pois sugerem que AMTAC-19 ndo apenas induz
estresse oxidativo em células tumorais, mas também ativa vias de sinalizacdo que
culminam na morte celular.

Adicionalmente, conclui-se que o AMTAC-19 é um composto seguro, visto que
0 mesmo induziu baixa toxicidade aguda em embrides e larvas do peixe-zebra.

Considerando essas descobertas, nossos resultados encorajam investigacdes
adicionais para entender melhor os mecanismos subjacentes dos efeitos anti-CCR do
AMTAC-19, o que poderia contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes contra o CCR. Além disso, nossos resultados também
fornecem insights sobre como ROS e MAPKs podem servir como alvos na

farmacoterapia do cancer.
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ANEXO 1 - Certiddo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais para peixe-zebra
(Danio rerio)

Universidade
Federal da
Paraiba

Jodo Pessoa, 12 de margo de 2021
CEUA N 5900310718

liImo(a). Sr(a).
Responsavel: Marianna Vieira Sobral
Area: Ciéncias Farmacéuticas

Titulo da proposta: "AVALIACAO DA TOXICIDADE DE NOVOS ANALOGOS SINTETICOS PIPERIDINICOS, QUINOLINICOS E ACRIDINICOS
EM MODELO DE PEIXE-ZEBRA (Danio rerio)".

Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UFPB (i 000422)

A Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba, no cumprimento das suas atribuicées, analisou e
APROVOU a Emenda (versdo de 02/margo/2021) da proposta acima referenciada.

Resumo apresentado pelo pesquisador: "O projeto em vigéncia tem como objetivo geral avaliar os efeitos téxicos de analogos
sintéticos piperidinicos, quinolinicos e acridinicos em modelo de peixe-zebra (Danio rerio). Tais experimentos toxicolégicos
desempenham um papel importante em todo o processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos, permitindo uma
selegdo precoce de candidatos a medicamentos com os perfis de seguranga mais aceitdveis. A execugao do presente projeto foi
interrompida em virtude da pandemia causada pela COVID-19 e pelas consequentes medidas preventivas propostas pela
Organizagao Mundial de Satde (OMS) e Ministério da Saude do Brasil. Tais medidas incluem o distanciamento social que forgou a
suspensdo das atividades académicas presenciais e, desta forma, impossibilitou a realizagdo dos procedimentos experimentais
necessdrios para a execucao deste projeto, tendo em vista que, além dos trabalhos realizados no Laboratério de Avaliagéo de Risco
de Novas Tecnologias (LabRisco), o presente projeto envolve a colaboragao de outros laboratérios, como aqueles que fornecem as
substancias teste, e que, no momento, também encontram-se com suas atividades paralisadas em consequéncia da pandemia. ".

Comentario da CEUA: "PARECER CONSUBSTANCIADO CEUA N2 5900310718 - (Emenda) A pesquisadora solicita uma prorrogagao de
12 meses para a execugao do projeto de pesquisa, justificando que as atividades sofreram atraso e/ou estdo paralisadas em
consequéncia da pandemia da COVID-19. Ante ao exposto, somos de parecer favoravel a prorrogagao, assim o periodo de vigéncia
serd até o més de setembro de 2022. A Comissao.".
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Profa. Dra. Adriana Maria Fernandes de Oliveira Golzio Prof. Dr. Ivia Carmem Talieri

Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
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Abstract: Colorectal cancer remains a significant cause of mortality worldwide. A spiro-acridine
derivative, (E)-1'4{(4-b benzylidene Jamino)-5'-oxo-1',5-dihydro-10H-spirofacridine-9,2"-pyrrole]-
4'-carbonitrile (AMTAC-19), showed significant cytotoxicity in HCT-116 colorectal carcinoma cells
(half maximal inhibitory concentration, IC50 = 10.35 = 1.66 uM) and antioxidant effects after 48 h
of treatment. In this study, Molegro Virtual Docker v.6.0.1 software was used to investigate the
interactions between AMTAC-19 and the Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 (ERKI), c-Jun
N-terminal Kinase 1 (JNK1), and p38 Mitogen-Activated Protein Kinase a (p38a MAPK). In vitro
assays were conducted in HCT-116 cells to evaluate the effect of AMTAC-19 on the modulation
of these proteins’ activities using flow cytometry. Furthermore, the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-
2 5-diphenyl Li b ide (MTT) assay in the presence or absence of ERK1/2, INK, and
P38 MAPK inhibitors was used to evaluate the mvolvement of these enzymes in AMTAC-19 cytotoxi-
city. ROS production was assessed using the 2 7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)
assay at various incubation times (30 min, 1 h, 6 h, 12 h, and 24 h), and the MTT assay using N-
acetyl-L-cysteine (NAC) was performed. In silico results indicated that AMTAC-19 interacts with
ERKI, INK]1, and p38a MAPK. Additionally, AMTAC-19 activated ERK1/2 and JNK1 in HCT-116
cells, and its cytotoxicity was significantly reduced in the presence of ERK1/2 and JNK inhibitors.
AMTAC-19 also induced a significant increase in ROS production (30 min and 1 h), while NAC
pretreatment reduced its cytotoxicity. These findings support AMTAC-19's in vitro antitumor effect
through ROS-dependent activation of ERK and JNK pathways.

Keywords: colorectal carci ; oxidative stress; MAPKs

1. Introduction

Colarectal cancer (CRC) has a high mortality rate, with 0.9 million deaths in 2020 [1].
Over the next two decades, a 70% increase in CRC mortality is expected |2], highlighting
the need for advancements in treatment and the development of new drugs. In this context,
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Cytotoxicity of a new spiro-acridine derivative: modulation of cellular
antioxidant state and induction of cell cycle arrest and apoptosis

in HCT-116 colorectal carcinoma
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) ranks as the third most common
primary malignancy. Epidemiological data projected approx-
imately 1.9 million new cases and 0.9 million deaths glob-
ally in 2020. Moreover, it is anticipated that by 2030, there
will be around 2.2 million new cases of CRC diagnosed and
1.1 million deaths (Biller and Schrag 2021; Sawicki et al.
2021; Xi and Xu 2021).

CRC treatment has significantly advanced in recent dec-
ades, incorporating various approaches such as surgery,
immunotherapy, targeted therapy and cytotoxic chemother-
apy, either individually or in combination. Despite these
advancements, CRC continues to be the second leading
cause of cancer-related deaths globally (Bray et al. 2018;
Sung et al. 2021; Xi and Xu 2021). As a result, the substan-
tial morbidity and mortality associated with CRC present
a significant public health challenge, prompting ongoing
efforts to explore and develop novel therapeutic strategies.
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Compounds containing the acridine scaffold have been
recognized for their potential anticancer agents. Amsacrine
and pyrazoloacridine are notable examples of acridine-based
drugs employed in cancer treatment (Sing et al. 2022). Due
to the high versatility of the acridine ring, researchers have
focused on obtaining new derivatives primarily through the
introduction of lateral groups (Zhang et al. 2014; de Almeida
et al. 2017). Acridines are known for their ability to induce
cell cycle arrest and apoptosis by intercalating into DNA and
inhibiting topoisomerases due to the planar aromatic struc-
ture of the acridine ring (de Almeida et al. 2017; Mangueira
et al. 2017; Chen et al. 2018, 2019; Haider et al. 2019; Sing
et al. 2022). Moreover, acridine derivatives have been con-
sidered multitargeted inhibitory compounds for cancer ther-
apy. Their actions include inhibition of histone deacetylase
(Chen et al. 2018) and poly (ADP-ribose) polymerases (Dai
et al. 2020), in addition to acting as multitarget inhibitors of
VEGFR-2 and EGFR, and Src and MEK kinase (Luan et al.
2011; Cui et al. 2016, 2017; Hu et al. 2022). Multitarget
agents modulate different targets simultaneously; which can
provide a greater therapeutic advantage than single-target
agents for cancer treatment (Morphy et al. 2004; Morphy
and Rankovic 2005; Makhoba et al. 2020).

Spiro-acridine compounds are a new and promising
class of acridine derivatives. They are synthesized through
cyclization reactions, resulting in a five- or six-membered
spiro ring attached to acridine C-9 carbon (Vilkovi et al.
2014). These compounds have been reported in the litera-
ture as inhibitors of topoisomerase and tyrosinase enzymes,
DNA binders, and cytostatic and antiproliferative agents
(Almeida et al. 2016; de Almeida et al. 2017; Salem et al.
2017; Gouveia et al. 2018; Menezes et al. 2019; Gobi-
nath et al. 2020). In addition, our previous studies have
demonstrated the antitumor effects of two spiro-acridine
compounds, AMTAC-17 and AMTAC-06, which were
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Abstract: The characterization and cytotoxicity of the essential oil from Conyza bonariensis (L.) aerial
parts (CBEO) were previously conducted. The major compound was (Z)-2-lachnophyllum ester (EZ),
and CBEO exhibited significant ROS-dependent cytotoxicity in the melanoma cell line SK-MEL-28.
Herein, we employed the Molegro Virtual Docker v.6.0.1 software to investigate the interactions
between the EZ and Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs), the Nuclear Factor kappa B (NF-kB),
and the Protein Kinase B (PKB/AKT). Additionally, in vitro assays were performed in SK-MEL-28
cells to assess the effect of CBEO on the cell cycle, apoptosis, and these signaling pathways by flow
cytometry and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay using
MAPKSs inhibitors. CBEO induced a significant increase in the sub-G1 peak, as well as biochemical
and morphological changes characteristic of apoptosis. The in-silico results indicated that EZ interacts
with Extracellular Signal-Regulated Kinase 1 (ERK1), c-Jun N-terminal Kinase 1 (JNK1), p38x MAPK,
NF-kB, and PKB/AKT. Moreover, CBEO modulated the ERK1/2, [NK, p38 MAPK, NF-kB, and
PKB/AKT activities in SK-MEL-28 cells. Furthermore, CBEO's cytotoxicity against SK-MEL-28 cells
was significantly altered in the presence of MAPKSs inhibitors. These findings support the in vitro
antimelanoma effect of CBEO through apoptosis induction, and the modulation of ERK, JNK, p38
MAPK, NF-kB, and PKB/AKT activities.

Keywords: natural products; essential oil; antitumor effect

1. Introduction

Cutaneous melanoma is the most aggressive type of skin cancer [1], originating from
the malignant transformation of melanocytes [2]. This cancer represents a global public
health problem, with 57,000 recorded deaths in 2020 [3].

Chemotherapy remains a significant pharmacological modality for the treatment of
many cancer types [4], including melanoma [5]. However, issues are associated with
antineoplastic chemotherapy, such as chemoresistance [6-8]. Therefore, research should be
conducted to obtain new therapeutic agents [9]. In this context, natural products standout
as a valuable source of molecules with potential applications for cancer treatment [10].

Essential oils (EOs) are oily and volatile liquids [11], isolated from various parts of
plants such as bark, flowers, and leaves [12,13]. The components of EOs include terpenes,
terpenoids, esters, and aromatic phenols [14,15]. Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Aster-
aceae) is a common weed in South America [16]. EOs from Conyza bonariensis exhibit

Pharmaceuticals 2023, 16, 1553. https:/ /doi.org/10.3390/ph16111553
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Abstract

Background Acridine compounds have been described as promising anticancer agents. Previous studies showed that
(E)-1’-((4-chlorobenzylidene)amino)-5’-oxo-1",5’-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2’-pyrrole]-4’-carbonitrile (AMTAC-06),
a spiro-acridine compound, has antitumor activity on Ehrlich tumor and low toxicity. Herein, we investigated its antitumor
effect against human cells in vitro.

Methods MTT assay was used to assess cytotoxicity of AMTAC-06 (3.125-200 pM) against tumor and non-tumor cells,
and the half-maximal inhibitory concentration (ICs) and the selectivity index (SI) were calculated. The effects on the cell
cycle (propidium iodide—PI—staining), apoptosis (Annexin V-FITC/PI double staining by flow cytometry), and produc-
tion of reactive oxygen species, ROS (DCFH assay) were also evaluated. Statistical analysis was achieved using ANOVA
followed by Tukey's post-test.

Results AMTAC-06 showed higher cytotoxicity against colorectal carcinoma HCT-116 cells (ICsy: 12.62 uM). The SI
showed that AMTAC-06 was more selective for HCT-116 cells (HaCaT SI: 1.41; PBMC SI: 0.62) than doxorubicin (HaCaT
SI: 0.10; PBMC SI: 0.01). AMTAC-06 (15 and 30 uM) induced an increase in the sub-G1 peak (p<0.000001) and cell
cycle arrest in S phase (p=0.003547). Moreover, treatment with this compound (15 and 30 uM) resulted in increased early
(p <0.000001) and late apoptotic cells (p < 0.000001). In addition, there was a reduction on ROS production (p < 0.000001).
Conclusions AMTAC-06 presents anticancer activity against HCT-116 cells by regulating the cell cycle, inducing apoptosis
and an antioxidant action.

Keywords Spiro-acridine - Antioxidant action - Antitumor activity - Cell cycle - Apoptosis - Colorectal cancer
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Valores de referéncia de parametros bioquimicos e
hematologicos de Rattus novergicus (Wistar) da Unidade de
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Reference values of biochemical and hematological parameters of Rattus novergicus (Wistar)
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Federal University of Paraiba
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Animais de diferentes criadouros podem apresentar variagdes em seus parametros fisiologicos. Os objetivos
desse trabalho foram determinar o intervalo de valores de referéncia de parametros bioquimicos e
hematologicos de ratos e ratas Wistar (Rattus norvegicus) da Unidade de Produgdo Animal do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba (UPA/IPeFarM/UFPB), bem
como comparar os dados encontrados com dados publicados para outras unidades de produgao animal
nacionais e internacionais. Foram utilizados animais saudaveis (n=40/género), com 8 a 12 semanas de idade
e peso entre 150 e 300 g. Amostras de sangue total foram obtidas por pun¢io intracardiaca e utilizadas para
a quantificagdo de eritrocitos, leucocitos, plaquetas e dos indices hematimétricos. Foram determinadas as
concentragdes séricas de glicose, triglicérides, colesterol, proteinas totais, ureia, albumina, creatinina, acido
urico e a atividade enzimatica da aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina.
Ao comparar os géneros, foram observadas diferengas significativas entre todos os parametros avaliados.
Além disso, foram encontradas discrepancias entre os valores obtidos (exceto proteinas totais, acido urico e
hemacias) e resultados de outros criadouros. E necessario, portanto, que cada biotério determine os valores
de referéncia do perfil fisiologico de seus animais, considerando os fatores intrinsecos e extrinsecos na
homeostase dos mesmos, a fim de fornecer dados reais para os experimentos de suas instituigdes.
Palavras-chave: ratos Wistar, bioquimica, hematologia.

Animals from different breeding sites may show variations in their physiological parameters. The aims of
this study were to determine the range of reference values for biochemical and hematological parameters of
Wistar rats (Rattus norvegicus) from the Animal Production Unit of the Research Institute for Drugs and
Medicines at the Federal University of Paraiba (UPA/IPeFarM/UFPB), as well as comparing the data found
with published data for other national and international animal production units. Healthy animals
(n=40/gender) with 8 to 12 weeks of age and weight between 150 and 300 g were used. Whole blood samples
were obtained by intracardiac puncture and used for the quantification of erythrocytes, leukocytes, platelets
and hematimetric indices. Serum concentrations of glucose, triglycerides, cholesterol, total proteins, urea,
albumin, creatinine, uric acid and the enzymatic activity of aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase and alkaline phosphatase were determined. When comparing the genders, significant
differences were observed between all parameters evaluated. In addition, discrepancies were found between
the values obtained (except total proteins, uric acid and red blood cells) and results from other breeding sites.
Therefore, it is necessary that each bioterium determines the reference values of the physiological profile of
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TWO NEW AZAPHENANTHRENE ALK ALOIDS FROM Anaugorea dafichocarpa Spragoe & Sandwith. A chemical imestigation
of Anaxagorsa delichocarpa Spragoe & Sandwith, a member of Amnonacess family, was carmied out. The ethanolic exiract from
the moots of this plant led, by chromatography tecniches, i isclation of the new amaphenanthrens alkaloids dolichocarpine (1) and
S.methoxyeopolmramine (2}, besides the known alkaloids evpolauramime (3), Lmethoocyeupalauridine (4). eupolavmamane (2 and
4-methylsampangine (6. The struciures of isolated compounds were esiablished by 1D and 20 NMR, HRESIMS, foadem MS*
and IR data. The cytotoxicity of compaunds 1 - 8§ was evaluated sgainst HCT- 1 16 (human colorectal carcimoma b and 1929 | marine
fibroblast ) cell lines.
Keywords: Annomceas; Araxagores; alkaboid cytoboxicity.
INTRODUCAD RESULTATHOS E DISCUSSAD

Annonacese ¢ uma familia de drvores foriferas, arbusios e ci-
s com distribuicio pantropical, sendo composta por 110 géneros
e apromimadamente 243 espécies. - No Brasil apresenta ampla
distribuigio, com cerca de 390 espécies encontradas prancipal mente
na Begido Amazdnca e Mata Allintica ™ As espéeses da familia sSo
conhecidas pela bossintese de alealoides e os estudos demonstraram
considerdvel diversidade estrutural, além de notdveis atvidades
boldgicas para esses metabdlios secundidnos®* Com relagio ao
pinero, Anaragoren compreende 36 espécies,” ocorrendo nas regibes
neptropical e paleotropical, ¢ no Brasil & encontrado prancipal mente
no Morte ¢ Nordeste. ™" [ espécies do género investigadas aé o
presente momento, foram identificados principalmente alcaloidis,
terpenoades, xantomas, flavonoides e Hgnoides " Ao passo que em
Anaragoren delichocarpa Spragee & Sandwith, estudos flloguimi-
cos prévios permititam o solamento de alcaloides azafenantrenos
e aporfinieos.'" 7 Diversos composios dessas duas subclasses de
alealoides i foram estados em emsaios de atividade cliotdxica e

0 esrudo gquimico do extrato etanddico das raizes de A. dolicho-
carpa levou aoisolamento de seds compostos (1 - 6) (Figura 1), sendo
esse 0 prmerro relato das substineias 1e 2 na literatura. Suas estru-
uras quimbcas foram determinadas com base na anidlise dos dados
espectroscdpicos de BMN il ¢ bdimensionais, espectrometna de
massa de alta resolugio com jomzagio por electrospray (EMAR-IES)
& comparag o com dados da literanera. Os dados de RMN de 'He '"C
dos compoatos 1 e 2 estdo compilados na Tabela 1.

O composto 1 fod isolado como erstas amarelados. O espectro
de EMAR-IES mostrou o pleo do fon [M+H]* com ez 2831073
(caled. para C H M0, 283 107T), compativel com a fommula mo-
lecular C H N0, O espectro de infravermelho mostrou absosgio
de dusas bamdas em 3306 & 3139 cm? de estiramento N-H,. banda de
carbonila de amida em 1646 cm™, ahsorgies em 1618 e 1382 e de
C=C de aromdtico, além do sinal em 1055 em™ de estiramento C-0.
O espectro de RMN de "H (CD,00, 400 MHz) mostrou seds sinais de
pritons aromitioos, sendo dois dupletos em dy 8,95 (d; /= 4.8 Hz)



